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要旨  
 
	 動的監視システムである免疫系では, リンパ球は血流を介して常に全身を循
環し, 高内皮細静脈 (HEV) からリンパ節へと移行して抗原提示細胞を探索す
ることで免疫監視を行っている. リンパ節内でリンパ球は抗原情報を得ること
で活性化されエフェクター細胞へ分化し, 炎症血管を介して炎症部位や感染局
所へと移行することで免疫応答を開始する. 特に腸内細菌からの刺激を常時受
ける腸管リンパ節で生成されるエフェクター細胞は, 後毛細管静脈を介して腸
管粘膜固有層内に移行し, 腸管粘膜の免疫寛容や恒常性維持に重要な役割を果
たしている. 抗原を受け取らなかったリンパ球は血流に戻り, 再度リンパ節へ
移動するという再循環を繰り返すことで, リンパ節の細胞数を一定に保ち恒常
性を維持している. このようにリンパ球の生体内移動は免疫系において重要な
役割を担っているが, その制御機構については不明な点も多い. 低分子量 G タ
ンパク質であるRap1は, ケモカイン刺激によって迅速にGDP結合型からGTP
結合型の活性型へと変化し, インテグリン LFA-1 を活性化し, HEV 上でのリン
パ球の停止を引き起こすことが知られているが, 経血管内皮移動における Rap1
の役割は完全には解明されていない. そこで本研究は, Rap1 によるリンパ球の
経血管内皮移動における接着カスケードの制御機構と, T 細胞特異的な Rap1a
と Rap1b のノックアウトマウスを用いて in vivo における Rap1 の役割を検討
した. 
	 その結果, T 細胞の接着カスケードにおいて, Rap1-GDP が PNAd, P-selectin, 
MAdCAM-1 を介した血管内皮細胞上でのローリングを, 「Tether」と呼ばれる
膜突起物の形成を阻害することで抑制していることを見出した. すなわち, T 細
胞特異的に Rap1 を欠損したマウスでは, T 細胞の L-selectin/PNAd 依存的なロ
ーリングは増加するが, LFA-1 の活性化が低下するため, LFA-1/ICAM-1 依存的
なリンパ節へのホーミングは低下し, リンパ節の T 細胞数は 10%以下に減少し
ていた. このため, リンパ節では恒常性を維持するためにリンパ球の増殖 
(Homeostatic proliferation) が起こり, 自己反応性のエフェクターT 細胞 
(TH17, TH1 細胞) が増加した. 特に, 腸管リンパ節では腸内細菌を抗原とする
エフェクターT 細胞が多数生成され, Rap1 欠損によってα4β7/MAdCAM-1 依存
的なローリングが増加するため, エフェクターT 細胞の大腸粘膜固有層へのホ
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ーミングはむしろ亢進し, 腫瘍を伴う大腸炎が自然発症した. Rap1-GDP は
LOK (Lymphocyte-oriented kinase) と結合し, LOK のリン酸化活性を上昇さ
せ, アクチン細胞骨格と細胞膜を架橋する働きを持つ ERM (ezrin - radixin - 
moesin) タンパクをリン酸化することで, 細胞膜の張力を増加させ, Tether 形
成を抑制し, ローリングを抑制していた. 一方, Rap1 はケモカイン刺激によっ
て数秒以内に細胞膜上で活性化され Rap1-GTP となり, LFA-１の抑制分子とし
て機能する細胞骨格系タンパク質である Filamin と結合することで, LFA-1 の
β2鎖と Filamin の会合を低下させ, LFA-1 活性化をもたらし, HEV 上でのリン
パ球の停止に寄与することがわかった. 以上のことから, Rap1-GDP 及び
Rap1-GTP による T 細胞の生体内移動の制御は, 大腸炎の発症の抑制に重要で
あることが明らかとなった. 
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序論  
 
	 動的監視システムである免疫系では, リンパ球は常に血流に乗って全身を移
動しており, 生体内に侵入する細菌, ウイルスなどの病原体を見つけ出し, 強力
に排除する役割を担っている. この際, 抗原情報を受け取るために, リンパ節の
傍皮質に分布している特殊な細静脈である高内皮細静脈（high endothelial 
vennule: HEV）の血管内皮細胞上で停止し, 血管内皮細胞間を通り抜けること
でリンパ節内へと移行する 1. リンパ節内では, 自分の抗原受容体が認識する, 
特異抗原を提示する樹状細胞を探索し, 特異抗原と出会うと活性化されエフェ
クター細胞へ分化する. 抗原を受け取らなかったリンパ球は血流に戻り, 再度
リンパ節へ移動するということを繰り返す. この過程は, リンパ球ホーミング
現象またはリンパ球再循環現象と呼ばれる 2-4. エフェクター細胞へ分化した細
胞は血流に戻るが, HEV ではなく, 炎症血管を特異的に認識して感染組織へ移
動する. このリンパ球再循環の制御は, リンパ組織の細胞数を一定に保ち自己
寛容を維持する上でも重要である. 何らかの理由により, リンパ球減少の状態
になると, 末梢リンパ組織にできた空間を埋めるまで, リンパ球の増殖が起こ
り, 恒常性を維持しようとする. 従ってリンパ球ホーミングの低下はリンパ球
減少と恒常性の破綻を引き起こし, リンパ球増殖性疾患の原因となる. 
	 リンパ球のリンパ節内への移行には, リンパ球と血管内皮細胞の接着が重要
な役割を果たす. まず, リンパ球に発現している L-selectin と HEV 上に発現し
ているシアリルルイス X（sLex）様糖鎖構造 (PNAd; peripheral lymph node 
addressin) が弱い結合をすることで,	 リンパ球が HEV 上を rolling する. 
rolling することで HEV 上に発現しているケモカインからの刺激が細胞内へと
伝わり, 白血球インテグリンファミリーの一つである LFA-1（Leukocyte 
Function-associated Antigen-1）が 1 秒以内に活性化され, 細胞は完全に停止
する(arrest)5. その後, 数秒から数分以内にリンパ球の接着面に LFA-1 が局在
化することでリンパ球は HEV にしっかり接着し, リンパ節内へと移行する.  
	 先行研究により, 低分子量GタンパクRap1が, ケモカインによって直ちに活
性化され, HEVへのLFA-1依存的な接着に不可欠であることがわかっている 7, 8. 
LFA-1 依存的な接着はいくつかのステップに分けることができ, Rap1 の下流エ
フェクター分子である RAPL-Mst-1 複合体は, 接着の安定化には関与するが, 
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LFA-1 の活性化には関与していない 9, 10. そのため, Rap-1 依存的な LFA-1 活性
化の分子メカニズムは不明な点が残されている.  
	 インテグリンの活性化は様々な細胞内アダプタータンパクとの相互作用によ
って制御されている 11. 細胞質のアクチン結合タンパクである, talin, kindlin, 
filamin (FLN) はインテグリンの細胞内領域に直接結合し, インテグリンの機
能を正または負に制御している. 現在までに, talin と kindlin はインテグリンの
活性化を促進するが, FLN は細胞の接着や遊走などのインテグリンの機能を負
に制御することが報告されている 12, 13. また, FLN は Rho または Ras ファミリ
ーメンバーのための足場としても機能する 14. 先行研究において, β2鎖細胞内領
域の欠損によって自発的な arrest が引き起こされたことから 8,  LFA-1 β2鎖細
胞内領域から抑制分子が外れることが, ケモカインによる Rap1 依存的なリン
パ球の arrest に重要な役割を果たしていることが考えられる.  
	 CD4+ effector/memory T (TEM) 細胞は主に腸管の粘膜固有層 (lamina 
propria: LP) 内に存在し, 腸管のホメオスタシスに重要な役割を果たしている. 
腸管に存在する TEM 細胞は腸管リンパ節 (mesenteric lymph nodes: mLN) や
パイエル板 (Payer’s patches: PPs) で生成され, 輸出リンパ管から胸管を経て
血流へと移行し, 最後に腸管へと集積する. 腸管ホーミングレセプター分子で
あるインテグリン α4β7は, CD4+ T 細胞の腸管への移動や, 慢性的な大腸炎の発
症に重要な役割を果たしている 15. 多段階のリンパ球の接着カスケードにおい
て, 一般的にはセレクチンが rolling を媒介し, インテグリンが引き続く arrest
を媒介するが, α4β7 は in vivo において接着だけでなく rolling も媒介する 16. そ
のため rolling の効率は細胞の腸管粘膜組織への移行能力に直接反映する. 
Mucosal addressin cell adhesion molecule-1 (MAdCAM-1) は, α4β7のリガン
ドであり, 腸管粘膜固有層の後毛細管静脈に恒常的に発現しており, 腸管のホ
ーミングにおいてリンパ球の接着に重要な役割を担っている 17.  MAdCAM-1
の働きを阻害すると, 腸管粘膜固有層内の TEM が減少する. TN とは異なり, TEM
はインテグリンが高発現しており, ケモカイン非存在化において shear flow 下
でリガンドに自発的に接着する 18. さらに, 先行研究において Rap1 は LFA-1
には不可欠であるが, α4インテグリン依存的な接着には不要であると報告され
ている 19, 20. TEM 細胞の腸管へのホーミングにおける Rap1 の詳細な役割には不
明な点が残っている.  
 7 
	 Ezrin, Radixn, Moesin (ERM) タンパクは細胞の極性形成や遊走の際, bleb 
と呼ばれる細胞膜の突起構造を形成するのに重要である 21. Ezrin の活性化構造
は膜の張力を増加させ, マウスの生体内におけるリンパ節へのホーミングを妨
害する 22. ERM タンパクはスレオニンのリン酸化依存的に構造を変化させ, 細
胞膜とアクチン細胞骨格を架橋する機能を果たす. 上皮細胞などとは対照的に, 
休止中のリンパ球においてERMタンパクは主に活性化構造 (リン酸化状態) で
存在する 21. ERM の活性化または休止状態の構造はリン酸化酵素と脱リン酸化
酵素の活性のバランスによって調節されている. 現在までに休止中のリンパ球
では Lymphocyte-oriented kinase (LOK) が ERM をリン酸化することが報告
されている 23. 
	 本研究では Rap1 によるリンパ球の接着カスケードの制御機構と, T 細胞特異
的な Rap1a と Rap1b のノックアウトマウスを用いて in vivo における Rap1 の
役割を検討した. 休止中の TN 細胞と TEM 細胞において Rap1-GDP は細胞の剛
性を保たせ, 血管内での rolling を制限することで, リンパ球のホーミングを妨
害する. 一方, Rap1-GTP によるインテグリンの活性化は TN 細胞の再循環にお
いて最も重要な要素である. そのため Rap1 の欠損によってリンパ球減少症 
(lymphopenia) が引き起こされ, リンパ節内で病因性の TEM 細胞が生成し, TEM
細胞の大腸へのホーミングが亢進することで, 制御性T細胞 (regulatory T cell: 
Treg) 存在下であるにも関わらず高度異型アデノーマを伴う T 細胞依存的な自
発的な大腸炎を悪化させる. このため, Rap1-GTPとRap1-GDPの両方によるT
細胞移動の制御は, 粘膜トレランスの重要な制御機構である.  
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実験方法  
 
細胞培養とマウス 
Balb/c マウスの骨髄由来マウス pro-B 細胞株 BAF 細胞は, 10 %牛胎児血清
( fetal calf serum :FCS), 50 µM β−メルカプトエタノール, 5 %  WEHI-3 細胞 
(インターロイキン-3 産生細胞) 培養上清を含む RPMI1640 培地 (GibcoBRL) 
で, 37℃, CO2濃度を 5 %に設定した インキュベーター内で培養した 47. 
CD3+または CD4+ T 細胞は, コントロールマウス, Rap1 欠損マウス, FLN 欠損
マウスのリンパ節または脾臓より, MidiMACS (Miltenyi Biotec) または
moFloXDP (Beckman Coulter) を用いたソーティングによって精製した. 
Rap1af/fマウスは Rap1a 遺伝子のエキソン 2-3 が, Rap1bf/fマウスは Rap1b 遺
伝子のエキソン 1 が, また Flnaf/fマウスは Flna 遺伝子のエキソン 2-7 が loxP
配列で挟まれており (The Jackson Laboratory), 野生型のC57BL/6マウスと交
配し, Specific Pathogen-free (SPF) 環境下で維持した. これらのマウスを
lck-Cre または CD4-Cre マウスと交配し, T 細胞特異的に Rap1a/b または Flna
が欠損したマウスを得た. すべての実験は, 4-12 週齢の雄または雌の
littermates を使用した. 
 
抗体と試薬 
蛍光色素を結合した抗マウス CD3, CD4, CD8, CD62L, CD44, CXCR3, CCR7, 
α4β7, Foxp3 抗体 (e-Bioscience), 抗ヒト LFA-1 抗体 (TS2/4, TS1/18; 
American Type Culture Collection), 抗 T7 抗体 (Novagen), 抗 RFP 抗体
(MBL), 抗 Spa-1, LOK, FLNa, FLNb 抗体 (Bethyl), 抗 Rap1 抗体 (BD 
Biosciences), 抗ERM, pERM抗体 (Cell Signaling), 抗LFA-1活性化エピトー
プ抗体 (MEM148; Abcam), 抗 FLAG, β-actin 抗体 (Sigma), 抗 Halo 抗体, 
HaloLink resin (Promega), PE conjugated goat anti-rat または-mouse IgG 
(Cell Signaling) は flow cytometery (1:100), 免疫沈降 (1:500), 免疫ブロット 
(1:1000) に使用した. 抗 LFA-1 活性化エピトープ抗体 (KIM127) は Dr T. 
Springer (Harvard Medical School, Boston) より寄与された. サイトカイン産
生は BD Cytometric  Bead Array (CBA) soluteons (BD Biosciences) を用い
て測定した.  
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DNA コンストラクトと遺伝子導入 
FLNa の免疫グロブリン領域 1-3, 4-6, 7-10, 21, またはβ2 細胞内領域をコード
する cDNA 配列を pGEX ベクター (GE Healthcare Bio-Sciences) にサブクロ
ーニングし, Escherichia coli BL21 で GST 融合タンパク質として発現させた. 
Halo タグ付き FLNa, MAdCAM-1, P-selectin cDNA はかずさ DNA 研究所より
購入し, pcDNA3.1 ベクター (Life Technologies) またはレンチウイルスベク
ター (CSⅡ-EF-MCS; 理研の三好先生より譲渡) にサブクローニングした. 
KOD-plus-mutagenesiss kit (TOYOBO) を用いて FLNa の repeat 3 を欠失さ
せ, pcDNA3.1 vector にサブクローニングした. Human αL, β2 サブユニットは
Dr T. Springer (Harvard Medical School) より寄与された. LifeAct は mcherry
を融合させた 41. 疑似リン酸化 human ezrin は cDNA (Kazusa DNA Research 
Institute) を鋳型として, mutagenesis kit を用いて 567 番目のアミノ酸をスレ
オニンからグルタミン酸へと 1アミノ酸置換することで作製し, N末端にFLAG
タグをつけた変異体 ezrin を pcDNA3.1 の NotI 部位にサブクローニングした. 
GFP (EGFP) タグ付きの Ral-GDS-RBD 発現ベクターは, EGFP 及び human 
Ral-GDS の RBD (アミノ酸 772-868) をエンコードする cDNA を pcDNA3.1 
vector の NheI/HindIII 及び BamHI/EcoRI 部位にサブクローニングして作製
した. FRET に基づく Rap1 活性化センサー (Rap1 sensor) の改善は, 
monomeric Turquoise (mTurquoise) タグ付きの RAPL-RBD と Venus タグ付
きの Rap1 とをリンカー配列で繋げ, pcDNA3.1 vector にサブクローニングする
ことで行った. human Rap1 の恒常活性型 (Rap1V12) 及び恒常不活性型 
(Rap1N17, A17) 変異体は, アミノ酸 12番目のグリシンをバリンに, また 17番
目のセリンをアスパラギンまたはアラニンに 1 アミノ酸置換した cDNA7, 24, 47 
から作製し, pcDNA3.1 またはレンチウイルスベクター (CSⅡ-EF-MCS) にサ
ブクローニングした. FLAG タグ付きの LOK (WT または活性型) の発現ベクタ
ーを作製するため, human LOK の全長 (アミノ酸 1-968) 及びキナーゼドメイ
ン(アミノ酸1-348) をエンコードする cDNAを, FLAGエピトープをエンコード
する二本鎖オリゴヌクレオチドと共に pcDNA3.1 またはレンチウイルスベクタ
ー (CSⅡ-EF-MCS) にサブクローニングした. すべてのコンストラクトはシー
クエンスによって配列を確認している.  
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レンチウイルスを用いた RNAi と遺伝子導入 
mouse Rap1a/b 及び FLNa/b の発現を抑制するために, RNAi 法 (RNA 
interference) を用いた. H1 プロモーター下流に RNAi コンストラクトを含む, 
GFP 遺伝子を組み込んだレンチウイルスベクター (理研の三好博士より寄与さ
れた) を用いて, 19 塩基の Rap1a/b (Rap1a: 5′- GAATGGCCAAGGGTTTGCA 
-3′, Rap1b: 5′- AGACACTGATGATGTTCCA -3′) または FLNa/b (FLNa: 5′- 
GGGCTATCGTGTCACCTAT -3′, FLNb: 5′- CCACAAAACCCGGAGAATA 
-3′)-特異的なRNAiターゲット配列のセンス鎖 (5′–3′) またはスクランブルコン
トロール RNAi 配列 BAF 細胞へ導入した. 感染後, GFP 発現細胞をソーティン
グで回収した 40. 
 
免疫沈降法と免疫ブロット法 
COS 細胞, BAF 細胞またはマウスの T リンパ球は, lysis buffer (1% Nonidet 
P-40, 150 mM NaCL, 25 mM Tris-HCl (pH 7.4), 10 % glycerol, 2mM MgCl2, 1 
mM phenylmethylsulfonylfluoride, 1 mM leupeptin, 0.1 mM aprotinin) で可
溶化した. 膜画分は, 細胞を RPMI で洗浄し, hypotonic buffer に懸濁し氷上に
置いた. 注射針を用いて破砕し, 核と未破砕細胞を低速度の遠心により除去し
た. 残った上清を再度遠心し, 細胞質画分(上清)を除去した. 残ったペレット(膜
画分)を hypotonic buffer で 2 度洗浄し, 氷上で lysis buffer に懸濁した 48. 可溶
化液はあらかじめ protein G-Sepharose 4B (GE Healthcare)と混合し, 4℃で 1
時間反応させ, 遠心した. この上清を用いて, 抗体と protein G-Sepharose 4B
で免疫沈降した. ビーズはあらかじめ lysis buffer を用いて 4 度洗浄した. 細胞
可溶化液または免疫沈降物を用いて western blotting を行った 7.  
 
モノクローナル抗体染色による活性化エピトープの評価 
KIM127 と MEM148 の染色を行なうため, 細胞を binding buffer (10 mM 
HEPES, 150 mM NaCl, 2mg/ml BSA, 1 mM CaCl2, 1 mM Mg Cl2 in HBSS)で
洗浄し, 60 µl の binding buffer に再懸濁し, 10 µg/ml の KIM127 または
MEM148 のモノクローナル抗体と 0.5 µM CXCL12 を加え, 37℃で 30 分間イン
キュベートした. Gallios flow cytometery(Beckman Coulter)を用いて平均蛍光
強度を測定した 47.  
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プルダウン法 
Rap1-GTP は RalGDS の GST-RBD 融合タンパク質と pull down した 49. まず
107個の細胞を氷上で lysis buffer (1% TritonX-100, 50 mM Tris-HCl(pH 7.5), 
100 mM NaCl, 10mM MgCl2, 1mM phenylmethylsulfonylfluoride, 1 mM 
leupeptin, 0.1 mM aprotinin)によって可溶化し, glutathione agarose beads を
結合した GST 融合タンパクと混合し, 4℃で 1 時間反応させた. ビーズは lysis 
buffer で 3 回洗浄し, 抗 Rap1 抗体を用いた western blotting に使用した.  
RhoA 活性化は Rhotekin RBD-GST 融合タンパク質を用いたプルダウン法によ
って測定した. CXCL12 で刺激した細胞を lysis buffer (25mM HEPES (pH 7.5), 
150 mM NaCl, 1 % NP-40, 10mM MgCl2, 1 mM EDTA, 10 % glycerol, 22 µM 
leupeptin, 10 µg/ml aprotinin, 1 mM Na3VO4) で可溶化し, glutathione 
sepharose beads を結合した GST-Rhotekin-RBD と混合し, ４℃で 1 時間イン
キュベートし, lysis buffer で 3 回洗浄した. これを SDS-PAGE し, 抗 RhoA 抗
体を用いて免疫ブロットした. 
 
in vitro  キナーゼアッセイ 
FLAG-LOK 発現細胞または TEM 細胞を lysis buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 
150 mM NaCl, 1 % NP-40, 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride, 10 µg/ml 
aprotinin, 1 mM Na3VO4) で可溶化した. 不溶性画分を遠心分離によって除去
した後, 抗 FLAG 抗体または抗 LOK 抗体で免疫沈降した. 免疫沈降物を 3 µg
の myelin basic protein (MBP)を含む kinase buffer (0 mM Tris-HCl (pH 7.2), 
10 mM MgCl2, 10 mM MnCl2, 370 kBq γ-32P-ATP) と混合し, 30℃で30分間イ
ンキュベートした後 42, SDS-PAGE し, 放射活性を BAS-1800 によって検出し
た.  
 
Flow-adhesion アッセイ  
ヒト血管内皮細胞株 LS12 細胞に mouse ICAM-1, P-selectin, ICAM-1 または
MadCAM-1 を導入した. 前日に, フィブロネクチンをコートしたパラレルプレ
ートフローチャンバー（FCS; Bioptechs）上で LS12 細胞を培養し, 実験当日
TNFαを 6 時間前処理した 4. あるいは, CD300LG, GlyCAM-1 または
MAdCAM-1-IgG (10 µg/ml) を直接プレートにコートした 25, 50. これらのプレ
ートにケモカイン (CXCL12, CCL21 または CXCL10, 0.5 µM) を添加し,１時
 12 
間コートした 27. shear stress は自動化したシリンジポンプ (Harvard 
Apparatus) を用いて発生させた. リンパ球 (1×106 cells/ml) または
BAF/LFA-1/L-selectin細胞 (1×106 cells/ml) を37℃に温めた10% FCS, 1 mM 
HEPES を添加した RPMI 1640 培地に懸濁し, 37℃に温めたフローチャンバー
上に 2 dyne/cm2で流した. また, いくつかの実験では, 細胞を表示した抗体で
処理した. 実験データは Olympus Plan Fluor DL 10×/ 0.3 NA 対物レンズ, 
CCD カメラ(C2741, Hamamatsu Photonics) , VHS レコーダーを用いて, 顕微
鏡で 0.32 mm2の領域を 1 秒間に 30 枚撮影した. これを MetaMorph software
（Molecular Devices）を用いて動画にし, 単一の細胞を自動でトラッキングし, 
移動距離, 速度を算出した. 各 LS12 細胞, PNAd,または MAdCAM-1 と相互作
用した細胞を, 係留された時間によって以下のように分類した. rolling; 
transient arrest (0.5-10 秒) ; stable arrest (10 秒以上). 1 分間あたりに rolling, 
transient arrest, stable arrest した細胞の頻度を示した.  
 
Recombinant CD300LG, FlyCAM-1, MadCAM-1 の作製 
A5 細胞 (恒常的に human C2GnT, human FucTVⅡ, human LSST が発現し
ている CHO 細胞) に human C1GnT の cDNA を含む pcDNA6 (Invitrogen) を
遺伝子導入した. この細胞株をA5-Core1と名付けた. この細胞にCD300LG-Fc
または GlyCAM-1Fc を Escort Ⅴ lipofection reagent (Sigma-Aldrich) を用い
て一過性に発現させた. 培養上清よりprotein Aカラムを用いてキメラタンパク
を精製した. rat MAdCAM-1 の細胞外領域をコードする cDNA は, PCR で増幅
し, pcDNAI-IgG に挿入し, pcDNAI-MAdCAM-1-IgG を作製した. 
pcDNAI-MAdCAM-1-IgG と pRSV-Neo を, Lipofectin を用いて 293T 細胞に導
入し, 600 µg/ml の G418 入りの培地でセレクションした. 安定遺伝子導入細胞
を無血清培地 (ASF; Ajinomoto) で大量培養し, 培養上清を 50 %硫酸アンモニ
ウムと沈殿させた. 沈殿させた後, PBS に溶解し, 透析し, HiTrap protein G 
affinity columns (Pharmacia) を用いてキメラタンパクを精製した.  
 
ICAM-1 上でのリンパ球遊走 
ICAM-1 上での遊走アッセイは recombinant human または mouse ICAM-1-Fc 
(0.5 µg/ml) とケモカインを固相化したΔT dish (Bioptecs) を用いて検討した
(引用). ΔT dish 用の加温ステージを設置した Olympus IX50 を用いて, 37℃で
 13 
15 秒毎に 15 分間撮影した. 画像データは MetaMorph software を用いて解析
した. それぞれの視野でランダムに 50 個の細胞を選択し, 軌跡を自動追跡し, 
起点からの移動速度と距離を測定した.  
 
共焦点レーザー顕微鏡とタイムラプスイメージング 
浮遊細胞をケモカイン存在下または非存在下でインキュベートし, 懸濁液中で
固定し, 染色前に poly-L-lysine コートしたスライド上に固定化した. 共焦点画
像 (TCS SP8, Leica) は 63 倍対物レンズを用いて取得した 40. タイムラプス共
焦点画像は multitrack mode で取得した. 画像の解析は ImagePro software を
用いて行った.  
 
組織学的検査 
大腸切片を 10% ホルマリン溶液で固定し, パラフィンで包埋した. パラフィン
に包埋した大腸組織を 6 µm に薄切し, ヘマトキシリンとエオジンで染色し, 
CCD(charge-coupled device)カメラを接続した Olympus IX51 光学顕微鏡で観
察した. 組織は半定量的に盲検化して grade 0-5 に段階分けした. grade 0, 変化
は認められない; grade 1, 細胞浸潤による粘膜の炎症が僅かに点在する; grade 
2, 炎症細胞の浸潤が軽度に拡散し, 時折粘膜下層に及び, びらんが見られ, 軽
度の上皮の過形成や胚細胞からのムチン消失を伴っている; grade 3, 中等度の
時折壁内に及ぶ炎症細胞の浸潤があり, 中等度から重度の上皮の過形成とムチ
ンの消失がみられる; grade 4, しばしば壁内に至る顕著な炎症細胞の浸潤があ
り, 陰窩膿瘍または潰瘍形成, 顕著な上皮の過形成, ムチン欠失を伴う; grade 5, 
重篤な潰瘍または腺管の欠失を伴う顕著な壁内の炎症. 
 
 
大腸粘膜固有層の単離 
腸管を縦方向に開き, PBSで内容物を洗浄した. 5 mM EDTA入りのHBSSに腸
管を入れ, 37 ℃で 20分間water bathで振盪した (110 /min). Petri dishに腸管
を移し, ペーパータオルに挟んで擦りながら上皮を取り除き, 細かく刻んで, 1 
mg/ml collagenase D (Roche), 0.5 mg/ml dispase, (Invitrogen), 40 µg/ml 
DNaseⅠ (Roche) を加えた 4 % FCS 入りの RPMI に入れ, 37 ℃で 60 分間
water bath で振盪した (110 /min). 消化された組織を遠心し, 5 ml の 40 % 
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Percoll (GE Healthcare) に懸濁し, 2.5 ml の 80 % Percoll を重層し, 780 g, 20
分間室温で遠心し, Percoll 勾配分離した. Percoll 勾配の界面に存在する粘膜固
有層のリンパ球を回収し, 2 % FCS 入りの PBS で洗浄した.  
 
ホーミングアッセイ 
精製または培養した T 細胞を 1 µM 5, 6-carboxyfluorescein diacetate (CDSE, 
Invitrogen) または 10 µM (5-(and-6))((4-chloromethyl)benzoyl) amino) 
tetramethylhodamine) (CMTMR, Invitrogen) で標識した. 標識したコントロ
ールと Rap1a/b または FLNa 欠損 T 細胞 (1-5×106) を同細胞数混合し, 正常
C57BL/6 マウスに静脈注射した. 1 時間後, 鼠蹊部, 腸管膜, 腋窩リンパ節細胞
及び, 脾細胞, 末梢血単核細胞を flow cytometry を用いて解析した 51. なお, 蛍
光色素を逆転しても同様の結果が得られた. TEM細胞の大腸へのホーミング能は, 
f/f または-/- TEM 細胞 (5×106 個) を正常 C57BL/6 マウスに静脈注射し, 10 時
間後に大腸粘膜固有層に移行した細胞を flow cytometery を用いて解析した.  
 
トランスウェルアッセイ 
精製した T 細胞を, 1 % FCS 入りの RPMI 培地で 2×106 cells/ml に調整し, 無
コーティングまたは ICAM-1コートした直径3 µm孔のトランスウェルに500 µl
加えた. また, チャンバーの下層に CCL21 加えた RPMI 培地を添加した 41. こ
れを 37℃で 1 時間インキュベートし, トランスウェルを除去し, チャンバーの
下層に移行した細胞を計測した. 下層へと移行した細胞は総細胞数に対する割
合で示している.  
 
リンパ球と HEV の相互作用 
野生型または Rap1a/b 欠損 T 細胞を CFSE または CMTMR で標識した. 蛍光
標識した細胞 (1×106 個) を正常C57BL/6マウスに静脈注射した. CCDカメラ 
(ORCA flash or EMCCD; Hamamatsu Photonics) を搭載した蛍光顕微鏡 
(IX80; Olympus) で 腸管リンパ節内での細胞の挙動を 1 秒間隔で撮影した(引
用). 撮影した画像は Metamorph software で解析した. 連続的な流動下での相
互作用を以下のように分類した; 細胞が 1 秒以下しか停止しなかった場合
は ’rolling’, 細胞が細静脈に 1 秒間接着した場合は ’arrest’ とした. 
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Treg によるリンパ球の増殖抑制アッセイ 
Naïve (CD4＋CD45RBhighCD25—) T 細胞と regulatory (CD4＋CD45RBlowCD25
＋) T 細胞 (Treg 細胞) を脾臓とリンパ節内の細胞よりソーティングで回収した. 
ソーティング後, naïve T 細胞を CFSE で標識し, 5×105 cells/ml に, 非標識の
Treg 細胞を 2.5×105 cells/ml に調整した. 調整した細胞を 96 穴丸底プレート
で共培養した. その際, Treg:naïve T細胞の比を 1:2, 1:4とした. 細胞は 1 µg/ml
の抗 CD3 抗体と 2 µg/ml の抗 CD28 抗体で刺激した. 48 時間後, 細胞を回収し, 
naïve T 細胞の増殖を flow cytometry 解析により, CFSE の希釈から検討した.  
 
サイトカイン細胞内染色 
培養した CD4＋T 細胞を brefeldin A (10 µg/ml) 存在下で, phorbol myristate 
acetate; PMA (50 ng/ml) と ionomycin (1 µg/ml) によって 37℃で 4 時間培養
することで活性化させた. 細胞を抗 CD4 抗体で染色した後, 4% 
paraformaldehyde で 10 分間固定し, 0.5 % saponin と 1 % FCS 入りの HBSS
で透過処理し, 抗 IFNγ, IL-17A, IL-4 抗体で 30 分間染色した. 0.5 % saponin
と 1 % FCS 入りの HBSS で 2 回洗浄し, Ⅰ％FCS 入りの HBSS に懸濁し flow 
cytometery で解析した.  
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Table 1. クローニングに用いたプライマーの配列 
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Table 2. 遺伝子変異に用いたオリゴヌクレオチドの配列 
 
 
Table 3. FLAG (5’-3’) をエンコードしたオリゴヌクレオチドの配列 
 
 18 
結果  
1. Rap1 欠損は L-serectin 依存的なローリングを促進する 
 
	 これまでに, ヒト L-selectin と LFA-1 を発現する BAF pro-B 細胞株
(BAF/LFA-1/L-selectin) を用いてリンパ球の接着カスケードを再構成した 8. 
この実験系を用いてリンパ球の接着カスケードにおける Rap1 の役割を検討す
るため, BAF/LFA-1/L-selectin 細胞で Rap1 をノックダウンした. Rap1a 及び
Rap1b ノックダウン (Rap1KD) 細胞において, タンパク発現レベルはコント
ロール細胞の 20% 以下まで低下していた (Fig. 1A). これまでの報告と同様に
8, Rap1 の欠損はケモカイン CXCL12 によって誘導される LFA-1 依存的な接着
を抑制した (Fig. 1B). しかしながら予想外なことに, 血管内皮上での rolling頻
度はケモカイン非存在下において Rap1KD 細胞で有意に増加した (Fig. 1B). 
Rap1特異的なGTPase活性化タンパクであるSpa-1またはRap1の優勢抑制型 
(Rap1A17) 24の過剰発現で, CXCL12依存的な接着は阻害されたが, rollingの頻
度は増加しなかったことから (Fig. 1B), Rap1-GDPの減少がrollingを促進する
と示唆される. これらのデータと一致するように, Rap1 の恒常活性型変異体で
あるRap1V12をRap1KD細胞に発現させても rollingの頻度は抑制されないが, 
Rap1 の恒常抑制型変異体である Rap1N17 を発現させると rolling 頻度は抑制
された (Fig. 1B, 1C). このことから, GDP から GTP への変換が, 血管内皮上で
血流の流れに逆らってリンパ球が捕らえられ, 続いて rolling することを促進し
ていると示唆される. 
	 続いて, プライマリーマウス T 細胞を用いてリンパ球の接着カスケードにお
ける Rap1 の機能を検討した. Rap1a と Rap1b のコンディショナルノックアウ
トマウス (Rap1 CKO) を作成するため, Rap1 と Rap1b の対立遺伝子 (Rap1f/f) 
に loxP 配列が導入されたマウスと, lck-Cre または CD4-Cre トランスジェニッ
クマウスとを交配し, T細胞特異的にRap1を欠損させた (Rap1−/−). まずウエス
タンブロットにより, このマウス由来のT細胞でRap1タンパクが発現していな
いことを確かめた (Fig. 1D). Rap1−/− T 細胞は血管内皮上でケモカイン誘導性
の stable arrestはできなかったが, Rap1f/f T細胞と比較してCCL21非存在下に
おける rolling の頻度が顕著に増加した (Fig. 1E). LFA-1 と CCR7 の発現は f/f
と−/−T 細胞間で有意な違いはなかった. (Fig. 1F, 1G) 
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 抗 LFA-1 抗体は Rap1KD 細胞または Rap1−/−T 細胞の rolling 頻度に影響を
及ぼさなかったが, 抗 L-selectin 抗体は両種類の細胞の rolling を完全に阻止し
た. このことから, Rap1 の欠損は L-selectin 依存的な rolling を促進することが
示唆された(Fig. 1H, 1I). Rolling 速度は Rap1KD 細胞と Rap1-/-T 細胞で対応す
る control 細胞と比較して低下し, 抗 LFA-1 抗体処理による影響は全くなかっ
た(Fig. 1H, 1I).  
	 Rap1 欠損により亢進した rolling が L-selectin 依存的かを検証するため, 
control または Rap1KD 細胞を精製した glycosylation cell adhesion molecule 
(GlyCAM) または Nepmucin (CD300LG)上に灌流させ, rolling の挙動に影響
があるか調べた. その結果, Rap1KD 細胞では control 細胞と比べて, rolling の
頻度が 10 倍以上に増加した(Fig. 1J). 
	 Rap1 を欠損することで, rolling 中の細胞の形態に影響が及ぼされるかを検討
するため, green fluorescent protein (GFP) 発現コントロール及び Rap1KD 細
胞を flow chamber 上に灌流し, GFP 蛍光を shear flow 下で撮影することで, そ
れぞれの細胞の rolling 中の形態を観察した. Fig. 1K に示すように, Rap1KD 細
胞は rolling速度が低下し ( < 100 µm/s), いくつかの teher様の膜の伸展が見ら
れた 26. tether が血管内皮に接着し, 流れの上流で伸展した際, 瞬間的な速度は
50 µm/s 以下に低下した (Fig. 1K, L). 対照的に, コントロール細胞では 
>400 µm/s の速度で rolling し, 血管内皮上での明確な突起の突出は見られなか
った (Fig. 1K, L). 細胞内の L-selectin の局在に control と Rap1KD 細胞間で違
いはなかったが, Rap1KD 細胞では L-selectin を含むいくつかの bleb(泡状の突
起)を示した(Fig. 1M).  
	 これまでに, tether と bleb は膜とアクチン皮質との脱共役によって形成され
ることが報告されている 27, 28, 29, 30. 我々は静的な環境下において, アクチン重
合のマーカーとして LifeAct-mCherry を発現させた Rap1 欠損細胞で bleb の形
成を検討した. 細胞突起として知られる bleb と違い, 膜の拡大した bleb はアク
チン重合を含まなかった. Rap1 欠損細胞はケモカイン刺激非存在下で活発な膜
の bleb 形成を示した (Fig. 1O). Fig. 1N に示すように, bleb はアクチン重合を
伴わず拡大し, その後 blebの拡大を停止するため bleb皮層でアクチン重合が起
こり, bleb は退縮した 31. bleb の数, 大きさ及び持続時間は control 細胞と比べ
て Rap1KD 細胞で有意に上昇した (Fig. 1O).  
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Figure 1-1. Rap1 欠損 BAF/LFA-1/L-selectin 細胞の rolling の亢進 
(A) Scramble (Control) または Rap1a/b (Rap1KD) 標的 short hairpin RNA 
(shRNA) を形質導入した BAF/LFA-1/L-selectin 細胞の可溶化液を抗 Rap1 抗
体で免疫ブロットした.  
(B) Control, Rap1KD, Spa-1 または Rap1A17 発現細胞, Rsp1V12 または
Rap1N17 を遺伝子導入した Rap1KD 細胞を±100 nM CXCL12 を固相化した
LS12 単層上に灌流させた. rolling または arrest した細胞を 100 個以上測定し
た. ControlまたはRap1KD細胞の頻度に対して, *1p<0.001, *2p<0.006を表示し
た. なお, 値は全て 3 回の実験の代表または平均値±SEM で表示した. 
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Figure 1-2. Rap1V12 発現による LFA-1 の活性化 
(C) 左上; Rap1KD 細胞に control, T7 タグ付きの Rap1V12 または Rap1N17 を
発現させた細胞の可溶化液を抗 T7 抗体で免疫ブロットした. 右上; 静的環境下
における Rap1V12 または Rap1N17 発現 Rap1KD 細胞の LFA-1/ICAM-1 依存
的な接着を detachment assay により測定した. 細胞を ICAM-1 上で 10 分間静
置した後, shear flow (2 dyn/cm2) をかけ, 流れに抵抗して強く接着した細胞を
数えた. 値は 3 回の実験の平均値±SEM で表示した (n=50). Control Rap1KD
細胞と比較して, *P < 0.001 を表示した. 下; Rap1V12 または Rap1N17 発現
Rap1KD 細胞上の活性化エピトープである mAB KIM127 の発現量を示す. デ
ータは TS1/18 で検出した LFA-1 の発現量で標準化した. 値は 3 回の実験の平
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均値±SEM で表示した. Control Rap1KD 細胞と比較して, *P < 0.02 を表示し
た. また, control または Rap1V12 発現 Rap1KD 細胞の TS1/18 と KIM127 の
発現の flow-cytometry プロファイルを右に示し, ベースラインを白抜けのヒス
トグラムで示した.  
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Figure 1-3. Rap1 欠損 T 細胞の rolling の亢進 
(D) Rap1a, bf/fまたはRap1a, b−/−T細胞の可溶化液を抗Rap1抗体で免疫ブロッ
トした. アクチンを loading control とした. 
(E) f/f または−/−細胞を±100 nM CXCL12 を固相化した mouse ICAM-1 を発現
する LS12 単層上に灌流させ, 接着した細胞を測定した. 値は 3 回の実験の平均
値±SEMで表示した (n=100). f/f T細胞の頻度と比較して, *P < 0.003を表示し
た.  
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Figure 1-4. Rap1 欠損 T 細胞のインテグリン, ケモカイン受容体の発現  
(F) f/fまたは−/−マウスのmLNより回収したNaïve T細胞及びeffector/memory 
(E/M) T 細胞の (左) LFA-1, (右) α4β7発現の flow-cytometry プロファイル.  
(G) f/f または−/−マウスの mLN より回収した Naïve T 細胞の CCR7 発現の
flow-cytometry プロファイル. 
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Figure 1-5. Rap1 欠損による L-selectin 依存的な rolling の亢進 
(H) 左; 抗LFA-1または抗L-selectin抗体のケモカイン非存在下におけるLS12
細胞上での f/f または−/− T 細胞の rolling 頻度に及ぼす影響. 左; ±抗 LFA-1 抗
体を処理した f/f または−/− T 細胞の CCL21 非存在下における rolling 速度
(n=100). f/f T 細胞に対して*P<0.003. 
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(I) 左; 抗 LFA-1 または抗 L-selectin 抗体の CXCL12 非存在下における LS12
細胞上での control 及び Rap1KD 細胞の rolling 頻度に及ぼす影響. 左; ±抗
LFA-1 抗体を処理した control 及びRap1KD 細胞の CXCL12 非存在下における
rolling 速度 (n=150). control 細胞に対して*P<0.001.  
(J) control または Rap1KD 細胞を精製した GlyCAM-1 または CD300LG を固
相化したプレートに灌流させ, rolling した細胞を計測した (n=50). control 細胞
に対して *1P<0.001.なお, 値は全て 3 回の実験の平均値±SEM で表示した. 
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Figure 1-6. 血管内皮上での rolling 時の Rap1 欠損 T 細胞の形態 
(K) 左; 血管内皮上で rolling している GFP 発現 control または Rap1KD 細胞
の形態. 高速で rolling している control 細胞と, 低速で rolling している
Rap1KD 細胞の代表的な像を示している. スケールバーは 5 µm. 中央; 低速で
rollingしているRap1KD細胞の表示した時間での連続画像. 矢印は tetherを示
している. 右; 膜の tether を示した細胞の割合 (n=50). control 細胞に対して
*P<0.001. 
(L) 血管内皮上で rolling している GFP 発現 control または Rap1KD 細胞の形
態. 血管内皮と相互作用しなかった, または高速で rolling (>400 µm/s) した
control 細胞と, 低速で rolling (<100 µm/s) した Rap1KD 細胞の代表的な連続
画像を示している. スケールバーは 5 µm. 矢印は tether を示している.  
(M) control または Rap1KD 細胞内の L-selectin の局在. 2 個の代表的な細胞の
蛍光画像及び DIC (Differential interference contrast) 像を示している. スケ
ールバーは 5 µm. 矢印は bleb 様の突出を示している. 
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Figure 1-7. Rap1 欠損による bleb 形成の増加 
(N) LifeAct-mCherry を遺伝子導入した control または Rap1KD 細胞の共焦点
顕微鏡解析. スケールバーは 5 µm. 矢印は bleb を示している. 
右上のグラフは, control または Rap1KD 細胞の 1 分間あたりの bleb の数を示
しており, 右下のグラフは control または Rap1KD 細胞の形成された bleb の持
続時間を示している. 値は 3 回の実験の平均値±SEM で表示した (n=50).  
(O) LifeAct-mCherry を遺伝子導入したRap1KD細胞における bleb の膨張と退
縮の代表的な連続画像を示している. 画像は5秒間隔で撮影した. スケールバー
は 5 µm. 
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2. Rap1 欠損は T 細胞の恒常性を障害する 
 
	 Rap1−/− T 細胞の HEV 上でのローリング頻度は Rap1f/f T 細胞と比較して顕著
に増加していた. 次に, Rap1欠損によるマウス生体内のHEV上でのローリング, 
接着への影響を検討するため, Rap1f/fと Rap1-/- T 細胞をそれぞれ異なる蛍光色
素でラベルしたものを同細胞数混合し, マウスに移入して 30 分後の腸管リンパ
節 HEV 上でローリングと接着の頻度を観察した. その結果 Rap1f/f T 細胞と比
較して Rap1−/− T 細胞ではローリング頻度は増加したものの, HEV 上に全く集
積していなかった (Fig. 2A). また, T 細胞のリンパ節へのホーミング能を検討
したところ, Rap1−/− T 細胞は末梢リンパ節に Rap1f/f T 細胞の 10 %以下の効率
でしか移行できていなかった (Fig. 2B). これらのデータと一致するように, 4-5
週齢の Rap1−/−マウスの末梢リンパ節の T 細胞数は, Rap1f/fマウスの細胞数の
10 %程度にまで減少しており, 同時に, Rap1−/−マウスの血液中の T 細胞数は増
加していた (Fig. 2C). 
	 しかしながら, 8 週齢以上になると Rap1−/−マウスの腸管リンパ節とパイエル
板内のCD62L- CD44+ TEM細胞の割合が, Rap1f/fマウスでは腸管リンパ節で 5.8 
+ 1.8 %, パイエル板で 39.3 + 3.2 %なのに対して, Rap1−/−マウスでは腸管リン
パ節で 62.5 + 4.3 %, パイエル板で 84.2 + 6.4 %と増加していた (Fig. 2D)． ま
た, 血液と腸管リンパ節内の TEM 細胞数は, Rap1f/fマウスと Rap1−/−マウスの間
で顕著な違いは認められず, パイエル板内の TEM 細胞数は Rap1−/−マウスで
Rap1f/f マウスと比べて減少していた (Fig. 2D). それにもかかわらず, Rap1 欠
損 TN 細胞の末梢リンパ節へのホーミングが障害されていたのとは対照的に, 大
腸粘膜固有層内の TEM細胞数は Rap1f/f マウスと比較して Rap1−/−マウスで 4 倍
以上に増加していた (Fig. 2D). また, 増加した TEM 細胞を免疫染色によって解
析したところ, Rap1−/−マウスの大腸粘膜固有層には, CD8+ T 細胞ではなく, 
CD4+ T 細胞が浸潤していることがわかった (Fig. 2E). Rap1 欠損 TEM 細胞の大
腸へのホーミングが亢進していたことから, 腸管リンパ節内のα4β7を高発現し
ている腸向性のTEM細胞の割合を調べたところ, Rap1f/fとRap1−/−マウスでほと
んど変わらなかった (Fig. 2F). 以上のデータより, Rap1 欠損によって TN 細胞
の末梢リンパ節へのホーミングは障害されるが, TEMの大腸へのホーミングは促
進されることが示唆された.  
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Figure 2-1. Rap1 欠損によるリンパ節への homing 低下 
(A) 左; mLN の HEV を通り抜ける際の, 移入した Rap1f/fまたは Rap1−/−T 細胞
のローリングと arrest の割合. 右; HEV に接着した T 細胞の様子. 異なる標識
をしたRap1f/f T細胞 (green), Rap1−/−T細胞 (red) を静脈注射した 30分後の画
像. Scale bar は 50 µm. 数字は f/f 細胞に対する−/−細胞の比を示している. 
(B) 左; Rap1f/f T細胞, Rap1−/− T細胞をCFSEとCMTMRでそれぞれ標識し, 同
細胞数混合し, 正常マウスに静脈注射した. 1 時間後, 血液と mLNs よりリンパ
球を回収し flow cytometry で解析したプロット図.  右; f/f T 細胞に対する−/−
細胞の比を示している. f/f T 細胞に対して*P＜0.001. 
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Fig 2-２. Rap1-/-マウスのリンパ組織における CD4+T 細胞の分布 
(C) 左: 4-5 週齢の Rap1f/f及び Rap1−/−マウスの血液と mLN 内の T 細胞数 
(n=10). Rap1f/f に対して *P < 0.001. 右: Rap1f/f及び Rap1−/−マウスの mLN か
ら回収したリンパ球を flow cytometry で解析したプロット図. なお, CD3+ゲー
トをかけたリンパ球の CD44 と CD62L の発現を示している.  
(D) 上: 9 週齢の Rap1f/f及び Rap1−/−マウスの血液, mLN, PPs, colon LP 内の 
naïve CD4+ T 細胞及び effector/memory CD4+ T 細胞の細胞数 (n=10). 対応す
る Rap1f/fマウスに対して*1P＜0.001, *2P＜0.001, *3P＜0.005, *4P＜0.001. 
下: 血液, mLN, PPs, colon LP を flow cytometry で解析したグラフ. グラフは
CD4+ゲートをかけたリンパ球の CD44 と CD62L の発現量を示す.  
なお, 値は全て 3 回の実験の平均値±SEM で表示した.
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Figure 2-3.大腸粘膜固有層における CD4+T 細胞の局在 
(E) Rap1−/−マウスの大腸にCD4＋T細胞の浸潤が増加した. Rap1f/f及びRap1−/−
マウスの結腸のフローズン切片を抗 CD4 抗体 (赤) , 抗 CD8 抗体 (黄), DAPI 
(青)で染色した. なお, 倍率は×40 倍と×200 倍(a). スケールバーは 200 µm.  
(F) Rap1f/f及び Rap1−/−マウスの mLN より回収した, naïve T 細胞及び
effector/memory T 細胞の LFA-1(左)とα4β7 (右)の発現量を示したプロット図.  
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3. Rap1 CKO マウスは T 細胞依存的な大腸炎を発症する 
 
	 Rap1−/−マウスは 9 週齢になると進行性の体重減少と下痢が生じるという特徴
から, 消耗性疾患を発症していた (Fig. 3A). また 12 週齢以上になると腸重積
と脱腸が認められ, 組織学的解析により, 全てのマウスでリンパ球の浸潤, 上皮
の過形成, 胚細胞の欠損と腺管の消失を伴う, 激しい大腸炎を発症しているこ
とがわかった (Fig. 3B, C). マウスはしばしば潰瘍性大腸炎やクローン病の特
徴である陰窩膿瘍と類上皮細胞肉芽腫を示したが, T 細胞非依存的かつ大腸の損
傷依存的なデキストラン硫酸ナトリウム誘導性の大腸炎とは対照的に, 重度の
潰瘍や好中球の浸潤は示さなかった (Fig. 3D, E) 32. さらに, 大腸炎に伴って高
度異型管状腺腫の発現が認められた (Fig. 3C). 大腸炎を発症した Rap1−/−マウ
スの大腸粘膜固有層に集積した TEM 細胞を解析すると, 腸間膜リンパ節やパイ
エル板内で生成された病因性の TH17 と TH1 エフェクター細胞が大腸に移行し
て腸管の炎症を引き起こしていることが明らかとなった (Fig. 3F).  
	 次に, Rap1f/f と Rap1−/−マウスより CD4＋ TN 細胞を単離し, 抗 CD3 抗体と抗
CD28 抗体を架橋させ刺激し, Rap1 欠損による増殖反応とサイトカイン産生へ
の影響を検討した. Fig. 3G に示すように, コントロール T 細胞と比べて Rap1
欠損 T 細胞は, 抗 CD28 抗体の存在下及び非存在下において TCR 複合体の架橋
に応答した増殖が低下していた. また, インターフェロンγ (INFγ), インター
ロイキン-10 (IL-10), 腫瘍壊死因子 (TNF), インターロイキン-6 (IL-6)の産生
量は Rap1f/d と Rap1−/−T 細胞間に差はなかったが, IL-2, IL-4 の産生量は
Rap1-/-T 細胞でわずかに低下しており, IL-17 の産生量は増加していた (Fig. 
3H). Rap1−/−マウスの腸管リンパ節, パイエル板, 大腸粘膜固有層における
FoxP3+ T 細胞の割合と機能は Rap1f/f マウスと比較して低下していなかった 
(Fig. 3I). 以上の結果より, TH17またはTH1 エフェクターT細胞がRap1−/−マウ
スの大腸で増加したことは, 増殖能やサイトカインの産生量の亢進依存的では
ないということが示唆された.   
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Figure 3-1. Rap1 欠損による体重減少及び大腸炎の発症 
(A) -/-マウスの体重減少を示したグラフ. f/f または−/−マウス (n=10) の 5 週齢
時の体重を 100%としたときの 12 週齢までの体重の移行を示している. 対応す
る f/f マウスに対して*1P＜0.02, *2P＜0.01, *3P＜0.001. 
(B) 左; 8-12週齢のRap1f/f及びRap1−/−マウスの代表的な結腸の形態. #1は結腸
の腸重積を示す. #2 は盲腸と結腸の間の腫瘍を示す. スケールバーは 1 cm. 
右; 光学顕微鏡による大腸炎の損傷の評価. 値は平均値±SEM (n=10) で表示
し, f/f マウスに対して*P < 0.001. 
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Figure 3-2. Rap1 欠損マウスの大腸の組織像 
−/−マウスの大腸の炎症 (上) 及び腫瘍 (下) の組織像. 低倍率(×40)及び高倍率
(×200; a,b)の大腸の拡大組織像を示す. 上段の a, b はそれぞれリンパ球の浸潤
と腺管の消失を示し, 下段の a, b は粘膜内の腺管の異型性を示す. スケールバ
ーは 200 µm. 
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Figure 3-3. Rap1 欠損マウスの大腸の組織像 
(D) −/−マウスの結腸の陰窩膿瘍 (Crypt abscess) と類上皮細胞肉芽腫 
(Epithelioid granuloma) を示した組織像. 低倍率 (×40) 及び高倍率 (×200; 
×40 像内側の四角で示した領域) の大腸の拡大組織像を示す. 
(E) −/−マウスの腺管の消失 (Loss of gland) を示す結腸切片を, 抗 CD3 抗体 
(red) 及び抗 B220 抗体 (green) で染色した組織像. 倍率は上図と同じ.  
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Figure 3-4. 大腸粘膜固有層内の effector T 細胞の分類 
大腸炎の−/−マウスの結腸粘膜固有層から回収したT細胞のサイトカインプロフ
ァイル (n=5). 結腸粘膜固有層から回収した T 細胞を flow cytometry で解析し, 
IFN-γ, IL-17, IL-4 の産生量に基づいて, TH１と TH17, TH1 と TH2 細胞の割合
を決定した. グラフは結腸内の IL-17, IFN-γ, IL-4を産生するCD4＋T細胞の割
合を平均値±SEM で表している.  
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Figure 3-5. Rap1 欠損 T 細胞の増殖能及びサイトカイン産生能 
(G) f/f または−/−CD4＋TN 細胞の[3H]-thymidine の取り込み量を示す. Naïve 
CD4＋T細胞を無刺激または抗CD3抗体±抗CD28抗体で刺激した. データは 3
回の実験の平均値±SEMで表している. f/f T細胞に対して*1P＜0.01, *2P＜0.02. 
(H) f/f 及び−/−CD4+TN 細胞のサイトカイン産生量.  f/f 及び−/−マウスのリンパ
節と脾臓より naïve CD4＋T 細胞を回収し, 無刺激または抗 CD3 抗体と抗
CD28 抗体で刺激した. 刺激 3 日後の上清中のサイトカインを 3 回測定した. デ
ータは 3 回の実験の平均値±SEM で表している. 対応する f/f T 細胞に対して
*1P＜0.001, *2P＜0.005. 
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Figure 3-6. Rap1 欠損による Treg の機能への影響 
左上; 9 週齢の f/f または−/−マウス (n=10) の mLN, PPs, colon LP 内の CD4+ T
細胞と比較した Foxp3+細胞の割合. データは平均値±標準誤差で表している. 
左下; f/fまたは−/−マウスのcolon LPを flow cytometry解析したプロット図. 右; 
Tregによる naïve CD4＋ T 細胞の増殖抑制を示す. Control CD4＋ TN 細胞(Tcon)
を f/f (●) または-/- (■) Treg細胞と表示した比率で混合した.  
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4. Rap1 欠損は TEM 細胞のローリングを促進する 
 
	 Rap1 欠損 TEM 細胞のホーミング能力を検討するため, Rap1f/fと Rap1−/−マウ
スより CD4+ TN 細胞を回収し, TH17 に分化誘導させる環境下で培養した. Rap1
欠損による TH17 と TH1 細胞への分化や, α4β7, LFA-1, PSGL-1, CXCR3 の発現
への影響はなかった (Fig. 4A, B). また, TEM 細胞においてケモカイン刺激依存
的に Rap1 が活性化されるかを検討したところ, Rap1f/f TEM 細胞の内在性の
Rap1 は CXCL10 刺激によって活性化されることが確認できた (Fig. 4C). そこ
で, Rap1 欠損が P-selectin と ICAM-1 を発現する血管内皮細胞上での TEM 細胞
の接着カスケードに影響を及ぼすかどうかを検討した. Rap1−/−TEM 細胞は
Rap1f/f TEM 細胞と比較して, CXCL10 非存在下, 存在下の両方で有意に rolling
頻度が増加し, rolling速度が低下した(Fig. 4D). すなわち, Rap1−/−TEM細胞では
PSGL-1/P-selectin 依存的な rolling が亢進することがわかった.  
	 次に Rap1 欠損が MAdCAM-1 発現血管内皮細胞上での TEM 細胞の接着カス
ケードに影響を及ぼすかを検討した. Rap1−/−TEM 細胞は Rap1f/fTEM 細胞と比較
して CXCL10 非存在下, 存在下に関わらず有意に rolling の頻度が亢進し, 速度
が低下した (Fig. 4E).また, 精製した MAdCAM-1 タンパク上での Rap1−/−TEM
細胞の rolling, arrest についても検討した. その結果, Rap1-/- TEM 細胞は
Rap1f/f TEM細胞と比較してCXCL10非存在下, 存在下に関わらず有意に rolling
と arrest の頻度が亢進した (Fig. 4F). また, Rap1 欠損 TEM 細胞の rolling 速度
は Rap1f/fTEM 細胞に比べて有意に低下していた (Fig. 4F). Rap1−/−TEM 細胞で
増加した MAdCAM-1 上での rolling, arrest が, Rap1-GDP の欠損によるものか
を検討するため, Rap1 の恒常的な不活性型変異体である Rap1N17 を
Rap1−/−TEM 細胞に発現させたところ, MAdCAM-1 上での接着イベントの頻度
が有意に低下した (Fig. 4G). また, rolling 速度の遅い ( < 100 µm/s) Rap1−/− 
TEM 細胞では, L-selectin 依存的な rolling でみられたような tether 様の膜の伸
展が見られた一方, control 細胞では MAdCAM-1 上でのはっきりとした突起の
突出はみられなかった(Fig. 4H). Rap1 欠損 TEM 細胞で MAdCAM-1 依存的な
rolling, arrest が亢進したことから, Rap1−/−と Rap1f/f TEM 細胞の大腸へのホー
ミング能力を比較した. 細胞をそれぞれ異なる蛍光色素でラベルし, ノーマル
マウスへ移入した. MAdCAM-1 上での rolling と arrest が亢進したことと一致
して, 大腸にホーミングした Rap1 欠損 TEM 細胞の数は Rap1f/fマウスの TEM 細
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胞の約 4 倍に増加していた (Fig. 4I).  
	 これらの結果より, Rap1 の欠損は病因性の TEM 細胞の大腸へのホーミングを
促進し, 自発的な大腸炎誘導の要因となっていると考えられる. 
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Figure 4-1. TEM 細胞の作製 
(A) TH17 分化誘導環境下で培養した f/f 及び−/−マウスの CD4+ T 細胞の,CD44
と CD62L, α4β7, LFA-1, PSGL-1, CXCR3 発現の flow-cytometry プロファイル.  
(B) f/f 及び−/− CD4+ TEM 細胞のサイトカインプロファイル. TH17 分化誘導環境
下で 3 日間培養し, PMA と ionomycin で 4 時間刺激後, CD4+細胞の中で TH1, 
TH2, TH17 の頻度を, IFN-γ, IL-17, IL-4 の産生量を基準として測定した.  
(C) f/f TEM 細胞をケモカイン存在下または非存在下で 37℃, 15 分間インキュベ
ートした. この可溶化液をGST-RalGDS-RBDでプルダウンし, 抗Rap1抗体で
免疫ブロットした.  
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Figure 4-2. Rap1 欠損 TEM 細胞の P-selectin, MAdCAM-1 依存的な
rolling の亢進 
(D) 左; f/fまたは−/− TEM細胞を±100 nMのケモカインを固相化したP-selectin
と mouse ICAM-1 を発現する LS12 細胞上に灌流させた. 接着した細胞を 100
個以上計測した. 対応する f/f TEM 細胞に対して*1P＜0.002, *2P＜0.05. 右; 
CXCL10 非存在下での f/f または−/−TEM 細胞の rolling 速度. d/f TEM 細胞に対し
て*P＜0.01. 
(E) 左; f/f または−/−TEM 細胞を±100 nM のケモカインを固相化した
MAdCAM-1 を発現する LS12 細胞上に灌流させた. 接着した細胞を 100 個以上
計測した. 対応する f/f TEM 細胞に対して*1P＜0.001, *2P＜0.002. 右; CXCL10
非存在下での f/f または−/−TEM 細胞の rolling 速度. f/f TEM 細胞に対して 
*P＜0.01. 
なお, 値は全て 3 回の実験の平均値±SEM で表示した. 
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Figure 4-3. Rap1 欠損 TEM 細胞の MadCAM-1 タンパク上での rolling
の亢進 
(F) 左; f/fまたは−/−TEM細胞を±100 nMのケモカイン及びMAdCAM-1を固相
化したプレート上に灌流させた. 接着した細胞を 100 個以上計測した. 無刺激
の f/f TEM 細胞に対して*1P＜0.02. , 対応する f/f TEM 細胞に対して, *2P＜0.01, 
*3P＜0.03. 右; CXCL10 非存在下での f/f または−/− TEM 細胞の MAdCAM-1 上
での rolling 速度. f/f TEM 細胞に対して*P＜0.005. 
(G) TH17 分化誘導環境下で分化させた TEM 細胞に control または Rap1N17 を
エンコードするレンチウイルスを感染させ, ±100 nM のケモカイン及び
MAdCAM-1を固相化したプレート上に灌流させ, 接着した細胞を100個以上計
測した. 対応する control TEM 細胞に対して*1P＜0.01, *2P＜0.03. 
(H) x63 対物レンズを用いた shear flow 下での CFSE で標識した f/f または−/− 
TEM細胞の rollingの形態. 指示する時間における代表的な f/fまたは−/−TEM細
胞の連続画像. スケールバーは, 5 µm. 
なお, 値は全て平均値±SEM, または 3 回の独立した実験の代表結果を示して
いる. 
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Figure 4-4. Rap1 欠損 TEM 細胞の大腸粘膜固有層へのホーミング亢進 
TEM 細胞の結腸へのホーミングアッセイ.  
f/f または−/−TEM 細胞を CMTMR または CFSE で標識し, 正常マウスに静脈注
射した. 10 時間後, 細胞を結腸粘膜固有層より回収し, flow cytometery を用い
て解析した. (左) f/f TEM 細胞に対する−/−TEM 細胞の比を示している (n=3). (右) 
細胞を移入したマウスの結腸粘膜固有層の flow-cytometry プロファイル. 数値
は f/f TEM細胞に対する−/−TEM細胞の比を示している. 値は平均値±SEM, また
は, 3 回の独立した実験の代表結果を示している. 
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5. Rap1 欠損細胞では ERM のリン酸化が減少する 
 
	 Rap1 欠損細胞で rolling が亢進した原因として, shear flow 下での teher 形成
の促進, すなわち定常状態における bleb 形成の促進が考えられる. これまでの
報告で ERM タンパクが bleb 形成に重要な役割を果たしているといわれている
ため 30, 33, 34, Rap1-GDPがERMタンパクの制御に関与していないかを検討した. 
Fig. 5Aで示したように, リンパ球では主に ezrinとmoesinが発現していた. こ
れらのタンパクは 567 番目と 558 番目のスレオニンが無刺激の control BAF 細
胞で高度にリン酸化されていたが, CXCL12 刺激後リン酸化レベルは半分以下
に低下した (Fig. 5A). 一方, 無刺激における Rap1KD 細胞の ERM のリン酸化
レベルは, control 細胞の 38.5+6.5 %に低下していた (Fig. 5A). このことから, 
Rap1-GDP は休止期の細胞において ERM が高レベルでリン酸化されるのに必
要であることが示唆された. また, CXCL12 によって誘導される ERM のリン酸
化依存的な uropod の形成 35も Rap1KD 細胞では阻害されていた (Fig. 5B).  
次に, CXCL12 刺激依存的な ERM のリン酸化レベルの低下に Rap1 の活性化が
関与しているかを, Rap1-GAP である Spa-1 を発現させた細胞を用いて検討し
た. まず Spa-1 発現細胞の Rap1 の活性化を調べたところ, CXCL12 刺激後 15
秒でピークとなる Rap1 の活性化が阻害されていることが確認できた (Fig. 5C). 
Spa-1 発現細胞の ERM のリン酸化は, CXCL12 刺激後のコントロール細胞と比
べて全てのタイムポイントにおいて約 1.6 倍に上昇しており (Fig. 5C), Rap1 の
活性化が ERM のリン酸化の低下に関与していることが示唆された.    
	 ERMタンパクは休止期のTN細胞で, 567番目と558番目のスレオニンがリン
酸化された活性化構造で主に存在しており, CCL21刺激後 15秒でリン酸化レベ
ルが低下することが報告されている 21, 36. そこでマウスの T 細胞でも Rap1 欠
損によって ERM のリン酸化レベルに影響が及ぼされるかを検討した. 休止期
における Rap1−/−TN 細胞の ERM のリン酸化レベルは, Rap1f/fTN 細胞の
47.5+12.7%に低下していた (Fig. 5D). TN 細胞だけでなく TEM 細胞でも, 休止
期では ERM タンパクは高度にリン酸化されているが, CXCL10 刺激後 15 秒で
リン酸化レベルが低下していた (Fig. 5E). また, CXCL10 無刺激時における
Rap1 欠損 TEM 細胞の ERM タンパクのリン酸化レベルは f/f TEM 細胞の
36.3+5.4%に低下していた (Fig. 5E). すなわち, マウスの TN 細胞, TEM 細胞で
も Rap1 欠損により休止期の ERM のリン酸化レベルが低下することがわかっ
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た.  
	 Rap1 欠損によって休止期の ERM のリン酸化レベルが低下したことから, 
Rap1 が ERM のリン酸化酵素の活性に影響を及ぼす可能性を検討した. これま
でに Rho-associated kinase (Rock) が ERM タンパクをリン酸化するという報
告があるため 37, Rap1欠損によってRho活性に影響が及ぼされるかを検討した. 
Rho は control 細胞において CXCL12 刺激後 3 分で活性化されたが, Rap1KD
細胞において活性化の低下は認められなかった (Fig. 5F). 次に, 休止期のリン
パ球で LOK が ERM のリン酸化に関与しているという報告があるため 19, LOK
と Rap1 の関係について検討した. その結果, Rap1-GTP でなく Rap1-GDP と
LOK が会合し, Rap1-GDP 存在下で LOK のキナーゼ活性が上昇することがわ
かった (Fig. 5G). これらのデータと一致するように, Rap1KD 細胞における
LOKのキナーゼ活性はコントロール細胞の 18+2.6%に低下していた (Fig. 5H). 
また, CXCL12 刺激後 15 秒で LOK のキナーゼ活性は 3 分の 1 に低下し, これ
はERMタンパクのリン酸化低下の動態と一致していた. CXCL10非存在下にお
ける Rap1 欠損 TEM 細胞の LOK のキナーゼ活性もまた control 細胞の
38.5+8.5%に低下した (Fig. 5I ). Spa-1 発現細胞では, CXCL12 無刺激時のキナ
ーゼ活性が 1.8倍に増加し, CXCL12刺激後もほとんどリン酸化レベルは低下し
なかったことから, Rap1-GTP への変換はケモカインによる LOK のキナーゼ活
性低下に重要であることが示された. これらの結果より, Rap1-GDP は LOK の
活性化に必要であり, 休止期の細胞で ERM タンパクのリン酸化に重要な役割
を果たしていることが示唆された.  
 
 49 
A 
 
B 
 
Figure 5-1. Rap1 欠損によるケモカイン無刺激時の ERM のリン酸化レ
ベルの低下, 及びケモカイン刺激時のリン酸化 ERM の局在への影響 
(A) controlまたはRap1KD細胞を表示した時間CXCL12で刺激した. 細胞の可
溶化液を ERM Thr567, Thr558 に対する抗体と, 抗 ERM 抗体を用いて免疫ブ
ロットした.  
(B) control または Rap1KD 細胞を, 無刺激または 100 nM の CXCL12 で 37℃, 
10 分間刺激した.  uropod におけるリン酸化 ezrin と moesin の蛍光強度が側面
や前方での蛍光強度の最大値に対して 5 倍以上に増加している細胞の頻度を, 
CXCL12 非存在下または存在下で計測した. データは 3 回の実験の平均値±
SEM で示している(n=40). Control 細胞に対して*P＜0.001. 
control または Rap1KD 細胞を 100 nM の CXCL12 で刺激し, 抗 pERM 抗体で
染色した. 2 個の代表的な細胞を表示している. 微分干渉: DIC; Differential 
interference contrast. スケールバーは, 5 µm.  
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Figure 5-2. Spa-1 過剰発現によるケモカイン刺激依存的な ERM のリン
酸化レベル低下の阻害 
(C) 左上; vector (control) または Spa-1 を遺伝子導入した BAF 細胞の可溶化液
を抗 Spa-1 抗体を用いて免疫ブロットしアクチンを loading control とした. 右
上; Control または Spa-1 発現細胞を表示した時間 CXCL12 で刺激した. 細胞の
可溶化液を GST-RalRBD でプルダウンし, 抗 Rap1 抗体で免疫ブロットした. 
下; Control または Spa-1 発現細胞を表示した時間 CXCL12 で刺激した. 細胞の
可溶化液を抗 pERM 抗体または抗 ERM 抗体で免疫ブロットした.  
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Figure 5-3. Rap1 欠損 TN 細胞,  TEM 細胞におけるケモカイン無刺激時の
ERM のリン酸化レベルの低下 
(D) f/f または−/−CD4+ TN 細胞の ERM のリン酸化. TN 細胞を表示した時間
CCL21 で刺激した. この可溶化液を抗 pERM 抗体または抗 ERM 抗体で免疫ブ
ロットした. アクチンを loading control とした.  
(E) f/f または−/−CD4+ TEM 細胞の ERM のリン酸化. TEM 細胞は CXCL10 で 15
秒間刺激した. この可溶化液を抗 pERM 抗体または抗 ERM 抗体で免疫ブロッ
トした. 
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Figure 5-4. Rap1 欠損による Rho 活性への影響 
control または Rap1KD 細胞を表示した時間 CXCL12 で刺激した. 細胞の可溶
化液を GST-Rhotekin RBD でプルダウンし, 抗 Rho 抗体で免疫ブロットした.  
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Figure 5-5. Rap1 欠損による LOK のリン酸活性への影響 
(G) FLAG-LOK と T7 タグ付きの Rap1V12 または Rap1N17 を COS 細胞に遺
伝子導入した. (左) 細胞可溶化液を抗 T7 抗体で免疫沈降し, 抗 FLAG 抗体で免
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疫ブロットした.  (右) Rap1N17 または V12 発現 COS 細胞の LOK のリン酸化
活性を, Myelin basic protein (MBP) を基質として用いて測定した. 抗 FLAG
または T7 抗体で免疫ブロットし, FLAG-LOK 及び T7-Rap1 の発現量を確認し
た.  
(H) FLAG-LOK を遺伝子導入した control または Rap1KD 細胞を表示した時間
CXCL12 で刺激し, LOK のリン酸化活性を測定した. また, 抗 FLAG 抗体を用
いた免疫ブロットにより FLAG-LOK の発現量を確認した.  
(I) f/fまたは−/−CD4+ TEM細胞を 15秒間刺激した際のLOKのリン酸化活性. 抗
LOK 抗体を用いた免疫ブロットにより LOK の発現量を確認した.  
(J) control または SPA-1 発現細胞を表示した時間 CXCL12 で刺激した際の
LOK のリン酸化活性. 抗 FLAG 抗体を用いた免疫ブロットにより LOK の発現
量を確認した.  
なお, すべてのブロットは, 3 または 4 回の独立した実験の代表を示している. 
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6. リン酸化 Ezrin または活性化 LOK はローリングを減少させる 
 
	 Rap1KD 細胞で LOK による ezrin と moesin のリン酸化が低下することが
L-selectin 依存的なローリングを亢進するかどうかを決定するため, Ezrin の擬
似リン酸化変異体 (T567E) または活性化 LOK (AcLOK) を Rap1KD 細胞に導
入した (Fig. 6A). T567E ezrin または AcLOK の発現は, 精製した CD300LG 
(Fig. 6B) または内皮細胞上での Rap1KD 細胞の rolling 頻度を, ケモカイン存
在下, 非存在下に関わらず有意に低下させた (Fig. 6B, C). Rap1KD 細胞の
rolling 速度は T567E ezrin または AcLOK の発現によって有意に上昇した(Fig. 
6C). control 細胞でもまた, T567E ezrin の発現によってケモカイン非存在下ま
たは存在下における内皮細胞上での rolling 頻度が低下した (Fig. 6D).  
	 次に, 大腸炎を発症したマウスのリンパ節から回収した, TH17, TH1 細胞を含
む Rap1 欠損 TEM 細胞で T567E ezrin または AcLOK が shear flow 下での
MAdCAM-1 上での接着カスケードに影響を及ぼすかどうかを検討した. T567E 
ezrin または AcLOK は, TH17 分化条件下で細胞を培養している間にレンチウイ
ルスによる形質導入によって発現させた(Fig. 6D). T567E ezrin または AcLOK
発現Rap1-/- TEM細胞は, control細胞とCXCR3, α4β7を同レベル発現していた一
方, control 細胞に比べて bleb 形成が有意に減少していた (Fig. 6E, F). Fig. 6G
に示すように, T567E ezrinまたはAcLOKの発現によってCXCL10非存在下ま
たは存在下における Rap1-/-TEM 細胞の rolling と arrest は有意に抑制され, 
rolling 速度は上昇した. すなわち, 大腸炎マウスのリンパ節で生成された病因
性の TEM 細胞でも, LOK による ERM のリン酸化が MAdCAM-1 依存的な
rolling の抑制に必要であることがわかった.  
	 次に, T567E ezrin の発現が Rap1−/−TEM 細胞の大腸へのホーミングを阻害す
るかを検討した. これまでの結果と一致して, T567E ezrin 発現 Rap1−/−TEM 細
胞は血中ではコントロール細胞と同数存在したが, 大腸へのホーミング能はコ
ントロール細胞の 36.5+5.3%に低下した (Fig. 6H). さらに, Rap1 欠損病因性
CD4+ T 細胞を放射線照射したノーマルマウスに移入して, T567E ezrin の発現
が大腸炎の発症を抑えられるかを検討した. Rap1 欠損病因性 CD4+ T 細胞を移
入したマウスは進行性の体重減少と下痢の症状から消耗性疾患を発症していた
が,  T567E ezrin 発現細胞を移入したマウスは 3 週間経っても変化はなかった 
(Fig. 6I).  
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 これらの結果より, Rap1-GDPはERMタンパクのリン酸化を介してローリン
グの挙動を抑制しており, 病因性CD4+ T細胞の大腸への移動を抑制することで
大腸炎の発症を抑制していることが示唆された. 
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Figure 6-1. 疑似リン酸化 Ezrin 及び活性化 LOK による Rap1KD 細胞
の L-selectin 依存的な rolling の阻害 
(A) control または FLAG-Ezrin 変異体 (T567E; 左) または FLAG-AcLOK (右) 
をエンコードするレンチウイルスを感染させた Rap1KD 細胞の可溶化液を, 抗
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FLAG 抗体を用いて免疫ブロットし, アクチンを loading control として用いた. 
(B) shear flow下における control, T567E, またはAcLOK発現Rap1KD細胞の
精製した CD300LG 上での接着. Control Rap1KD 細胞に対して, *1P＜0.001,  
*2P＜0.001. 
(C) shear flow下における control, T567E, またはAcLOK発現Rap1KD細胞の
血管内皮細胞上での接着. 対応する control Rap1KD 細胞の頻度に対して, *1P
＜0.001, *2P＜0.003, *3P＜0.002. 
右: CXCL12非存在下における rolling速度 (n=150). Control Rap1KD細胞に対
して, *1P＜0.01,  *2P＜0.02. 
すべてのデータは 3 回の実験の平均値±SEM で示している. 
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Figure 6-2. 疑似リン酸化 Ezrin 及び活性化 LOK による control 細胞の
L-selectin 依存的な rolling の阻害 
左: Control または T567E 発現細胞の可溶化液を抗 FLAG 抗体を用いて免疫ブ
ロットした. アクチンを loading controlとした. 中央: control またはT567E発
現細胞の LS12 上での接着イベント. 対応する control 細胞の頻度に対して, *1P
＜0.005,  *2P＜0.001. 右: CXCL12 非存在下における control または T567E 発
現細胞のLS12細胞上での rolling速度. データは 3回の実験の平均値±SEMで
示している (n=150). 
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Figure 6-3. 疑似リン酸化 Ezrin または活性化 LOK 発現 TEM 細胞の作
製 
(E) 左上; 大腸炎の−/−マウスの mLN より回収した CD4+ TEM 細胞のサイトカ
インプロファイル (n=5). 左下; IL-17, INF-γ, IL-4 産生細胞の割合. 右; 
T567EまたはAcLOK発現−/−TEM細胞の可溶化液を, 抗FLAG抗体を用いて免
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疫ブロットした. アクチンを loading control とした.  
(F) 右; f/f または control, T567E, AcLOK 発現−/−CD4+ TEM 細胞のうち, 1 分間
に 1 回以上 blebbing した細胞の割合 (n=50). Control−/−TEM 細胞に対して,  
*1P＜0.001,  *2P＜0.002. 右; これらの細胞の CXCR3, α4β7の発現プロファイ
ル. 全てのデータは独立した 3 回の実験の平均値±SEM または代表を示してい
る. 
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Figure 6-4. 疑似リン酸化 Ezrin または活性化 LOK 発現による大腸粘膜
固有層へのホーミングの低下 
(G) 左; control, T567E, AcLOK 発現−/−TEM 細胞を±CXCL10 を固相化した
MAdCAM-1 上に灌流し, 100 個以上計測した. 対応する control−/−TEM に対し
て*1P＜0.005, *2P＜0.01, *3P＜0.004, *4P＜0.01. 右; CXCL10 非存在下におけ
る rolling 速度. Control TEM 細胞に対して*1P＜0.005, *2P＜0.01.  
(H) 左; control または T567E 発現−/−TEM 細胞を移入したマウスの結腸粘膜固
有層から回収した細胞の解析. 数値は control 細胞に対する T567E 発現細胞の
比. 右; control−/−TEM に対する T567E 発現−/−TEM 細胞の比率を示している 
(n=3). control -/- TEM 細胞に対して*P＜0.001. 
全てのデータは独立した 3 回の実験の平均値±SEM または代表を示している. 
I 
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Figure 6-5. 疑似リン酸化 Ezrin 発現による大腸炎の抑制 
左上;  control または T567E 発現−/−CD4+ TEM 細胞を移入したマウスの, 移入
前の体重を 100%としたときの体重移行 (n=3). 右上; 細胞を移入したマウスの
誘導された大腸炎傷害. Control−/−TEM 細胞に対して*P＜0.001. 下; 細胞を移
入したマウスの結腸の組織像. スケールバーは, 200 µm. 
全てのデータは独立した 3 回の実験の平均値±SEM または代表を示している.  
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7. FLNs は LFA-1 の活性化を抑制する 
 
	 Rap1 活性化の時空間的制御機構を解明するために, ケモカイン刺激後の
Rap1-GTP の動的な細胞内局在を, Ral GDS (guanine nucleotide dissociation 
inhibitor)–RBD (Ras-binding domain)–mCherry (RalGDS-RBD)をレポーター
として用いて検討した. RalGDS-RBD タンパクは, ケモカイン刺激前には細胞
内に散在して分布しており, 刺激 5 秒後には細胞膜に集積した (Fig. 7A, B). 細
胞膜で Rap1 が活性化した数秒後には Bleb が出現し, 引き続いてラッフル 
(ruffle) 膜が認められた. 刺激数分後には, RalGDS-RBD は核周辺領域に移動
し, 最終的に極性形成した細胞の先端部 (leading edge) に集積した (Fig. 7A, 
C). また, Rap1の活性化の過程を, 改良したRap1活性化センサーを用いた蛍光
共鳴エネルギー移動 (FRET: Förster resonance energy transfer)によって検討
した. Fig. 7D に示すように, Rap1 の活性化はケモカイン刺激後 5 秒以内に細胞
膜で起こり, 引き続いて核周辺領域で起こり, 最終的に先端膜に限局された. さ
らに RalGDS-RBD を用いて shear flow 下での Rap1 の活性化とリンパ球の停
止 (arrest) との関係について検討した. RalGDS-RBD がコントロール細胞と
内皮細胞の接触部位の一部に集積すると, 細胞は Rap1 の活性化部位を介して
止まり, このことからケモカインによる数秒以内の膜での Rap1 活性化は内皮
細胞上での LFA-1 依存的なリンパ球の停止を誘導すると示唆された (Fig. 7E).  
	 FLN が LFA-1 の細胞内領域に会合し, LFA-1 活性化の抑制分子として機能す
るかを, FLNa と Rap1V12 または Rap1N17 との会合を, FLNa の免疫グロブリ
ン領域 (Ig repeat) 1-3, 4-6, 7-10, 21 の GST (glutathione S-transferase) 融合
タンパク質を用いてプルダウンアッセイにより検討した. その結果, FLNa の免
疫グロブリン領域 1-3 に相当する GST 融合タンパク質に Rap1V12 は会合した
が, Rap1N17 は会合しなかった (Fig. 7F). これまでの報告と同様に 38, LFA-1
のβ2鎖に FLNa の 21 番目の領域が会合した (Fig, 7F). 細胞内において内在性
の FLNa に Rap1-GTP は会合したが Rap1-GDP は会合しなかった (Fig. 7G). 
FLN の 3 番目の免疫グロブリン領域を欠損した FLNa (Δ3) は Rap1V12 と相
互作用しなかった (Fig. 7G). 
	 次に, FLNa と Rap1-GTP の相互作用が FLNa とβ2鎖細胞内領域との会合に
影響を及ぼすかを検討した. そのため, Rap1V12 または Rap1N17 と, αL, β2, 
Haloタグ付きのFLNaとをCOS細胞に遺伝子導入し, 共発現させた. この細胞
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を可溶化し, FLNa を Halo Link Resin を用いて免疫沈降し, Rap1V12 またはβ2
との共沈降を検討した. その結果, FLNa と Rap1V12 が会合すると, Rap1N17
を発現させた細胞と比較して, FLNa とβ2との会合が低下した (Fig. 7H). 
Rap1V12 発現細胞の膜分画で, 内在性の FLNa とβ2細胞内領域の会合はコント
ロール細胞に比べて 32 + 5.4 %低下していた (Fig. 7I). 最後に, ケモカイン刺
激による Rap1-GTP 依存的な機構で FLN との会合が低下するかをコントロー
ルまたは Spa-1 発現細胞を用いて検討した. Fig. 7J に示すようにケモカイン刺
激によってコントロール細胞では FLN とβ2との会合が減少したが (25.2 + 
11.4 %), Spa-1 発現細胞では減少しなかった (64.7 + 4.5 %).  
	 接着カスケードにおける Rap1 依存的な FLN のβ2からの解離の役割を明らか
にするため, FLNa 及び FLNb 特異的な shRNA (short hairpin RNA) を形質導
入したレンチウイルスによって, FLNa 及び FLNb を 85 %以上ノックダウン
(KD) した	 (Fig. 7K). KIM127 と MEM148 抗体によって認識される, 活性化
レポーターエピトープの発現レベルは, FLN KD 細胞で優位に上昇し (Fig. 7K), 
FLN が LFA-1 の活性化構造を抑制していることが示された. FLNa または
FLNb を KD した BAF/LFA-1/L-selectin 細胞は, rolling と arrest の頻度が増
加し, FLNa と FLNb を両方 KD した細胞では片方だけを KD した細胞と比べ, 
さらにこれらの頻度が増加した (Fig. 7L). FLNa/b KD 細胞のローリング速度
は, コントロール細胞に比べて有意に低下していた (Fig. 7L). FLNa/b KD 細胞
で増加した内皮細胞との相互作用の頻度は, モノクローナル抗 LFA-1 抗体の処
理によって有意に低下した(Fig. 7L). FLN の消失が, LFA-1 依存的な低速度の
rolling と arrest を主に誘導した (Fig. 7M).  
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Figure 7-1. ケモカイン刺激による Rap1 活性化場所の変化 
(A) control BAF 細胞を CXCL12 で表示した時間刺激した際の RAlGDS-RBD 
mCherry の局在変化. 無血清培地でスタベーションした RAlGDS-RBD 
mCherry 発現細胞を PLL コートしたチャンバー上に吸着させ, CXCL12 で刺激
後, 共焦点レーザー顕微鏡を用いてライブイメージングした. 刺激を加えてか
ら経過した時間を図の上に示す. スケールバーは 5 µm. 
(B) CXCL12刺激 3 秒後に RalGDS-RBD-mcherryは細胞膜に移行する. スケー
ルバーは 5 µm. 矢印線上 (X-Y) の mCherry の輝度を下段のグラフに示す. 
(C) RalGDS-RBD-mcherry は CXCL12 刺激 70 秒後に核周辺部に移行する. 
CXCL12 で刺激後, 表示した時間における細胞の共焦点画像内の
RalGDS-RBD-mcherry 蛍光強度の疑似カラー画像を示している. スケールバ
ーは 5 µm. 
(D) FRETに基づくRap1活性化センサー発現 control BAF細胞を表示した時間
CXCL12 で刺激した. mTurquoise/CFP の Ratio 画像によって FRET 効率を示
している. スケールバーは, 5 µm. 
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Figure 7-2. 血管内皮細胞との接触面における Rap1 活性化の可視化 
(E) RalGDS-RBD mcherry発現 control 細胞を, ケモカインを固相化したLS12
上に還流させた. Shear flow下でのLS12細胞との接触面のデジタル画像を示し
ている. スケールバーは, 5 µm. 
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Figure 7-3. 活性化 Rap1 と FLNa の会合 
(F) 上; FLNa のドメイン構造. 下; T7-Rap1V12, Rap1N17, またはαL, β2を遺
伝子導入した COS 細胞の可溶化液を, GST 融合 FLNa repeat 1-3, 4-6, 7-10 ま
たは 21 を用いてプルダウンし, 抗 T7 抗体または抗β2抗体を用いて免疫ブロッ
トした.  
(G) 上; T7-Rap1V12 または Rap1N17 を遺伝子導入した COS 細胞の可溶化液
を, 抗 FLNa 抗体を用いて免疫沈降し, 抗 T7 抗体を用いて免疫ブロットした. 
下; 1, 2, 3 番目の免疫グロブリン領域をそれぞれ欠失させた Halo Tag 付きの
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FLNa（ΔIg1, ΔIg2, ΔIg3）を作製し, COS 細胞にこれらの FLNaΔIg1, FLNa
ΔIg2, FLNaΔIg3及びT7タグ付きのRap1V12の遺伝子を導入し, 共発現させ
た可溶化液を, Halo Link Resin を用いてプルダウンし, これをウエスタンブロ
ットし, FLNa を抗 Halo 抗体, Rap1V12 を抗 T7 抗体を用いて検出した.  
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Figure 7-4. 活性化 Rap1 による FLNa とβ2 の会合低下 
(H) COS 細胞に Halo タグ付きの FLNa とβ2鎖, aL 鎖, T7 タグ付きの Rap1V12 
あるいは Rap1N17 の遺伝子を導入し, 共発現させ, この可溶化液を Halo Link 
Resin を用いてプルダウンした. これをウエスタンブロットし, 抗 Halo 抗体, 
抗β2鎖抗体, 抗aL 鎖抗体, 抗 T7 抗体を用いて検出した. 
(I) vector または T7-Rap1V12 を遺伝子導入した BAF 細胞の膜画分をβ2細胞内
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領域の GST 融合タンパク質 (β2 cyt-GST) を用いてプルダウンした. 結合した
FLNa と, total FLNa 及び T7-Rap1V12 を抗 FLNa 抗体, 抗 T7 抗体を用いて免
疫ブロットした.  
(J) vector または Spa-1 遺伝子導入 BAF/LFA-1 細胞を±CXCL12 で 1 分間刺激
した可溶化液を作製し, 抗β2抗体を用いて免疫沈降し, 抗 FLNa 抗体で免疫ブ
ロットした. 
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Figure 7-5. FLNa/bKD 細胞の LFA-1 接着活性の検討 
(K) 上; scramble (control) または FLNa, b ターゲッティング shRNA を形質導
入した BAF/LFA-1/L-selectin 細胞の可溶化液を, 抗 FLNa 抗体, 抗 FLNb 抗体
で免疫ブロットした. アクチンを loading control とした.下; control または
FLNa/b KD細胞のLFA-1活性化エピトープであるKIM127 (左), MEM148 (右) 
の発現. データは抗 TS1/18 抗体を用いてβ2鎖の発現量を調べ, コントロール細
胞における活性化エピトープの発現量を 1 としたときの FLN KD 細胞における
活性化エピトープの発現量を定量した. Control に対して*P < 0.01.  
(I) 左上; control または FLNa/b KD 細胞の shear flow 下における LS12 上での
接着イベント (n=150). control 細胞の頻度に対して, *1P < 0.02, *2P < 0.01. 左
下; control または FLNa/b KD 細胞の rolling 速度 (n=150). control 細胞に対し
て*P < 0.01. 右上; 抗 LFA-1 または抗 L-selectin 抗体の接着イベントに与える
影響 (n=150). 未処理の FLNa/b KD 細胞の頻度に対して, *P < 0.01. 右下; 抗
LFA-1 抗体の control または FLNa/b KD 細胞の rolling 速度に与える影響. 
control 細胞に対して*1P < 0.02, 未処理の FLNa/b KD 細胞に対して*2P < 0.05. 
(M) 抗 LFA-1 または抗 L-selectin 抗体の, control または FLNa/b KD 細胞を±
100 nM CXCL12 を固相化した LS12 単層上に灌流させた際の接着イベントに
与える影響 (n=150). 抗 LFA-1 抗体非存在下の CXCL12 刺激された control ま
たは FLNa/b KD 細胞の頻度に対して, *1P < 0.02, *2P < 0.01. 
全てのデータは独立した 3 回の実験の平均値±SEM または代表を示している.  
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8. FLNa 欠損 T 細胞は LFA-1 の機能亢進を示す 
 
	 次に, プライマリーT 細胞の接着カスケードにおける FLNa の役割を検討し
た. FLNa コンディショナルノックアウトマウスを作成するため, FLN の対立遺
伝子に loxP 配列が導入された (FLNaf/f) マウスを lck-Cre トランスジェニック
マウスと交配し, FLNa を T 細胞で欠損させた. ウェスタンブロットによりこれ
らのマウス由来の T 細胞で FLNa が発現していないことを確かめた (Fig. 8A). 
FLNa−/−T 細胞は FLNaf/f T 細胞と比較して, LFA-1 依存的なローリングの頻度
が有意に亢進し, ローリング速度が低下したが (Fig. 8A), MAdCAM-1 上での
α4β7依存的なローリングは変わらなかった (Fig. 8B). 抗 LFA-1 抗体処理によ
って FLNa−/− T 細胞の内皮細胞との相互作用頻度が有意に低下し, ローリング
速度が上昇した (Fig. 8A). 遊走アッセイにより, ICAM-1 (intercellular 
adhesion molecular-1) 上での細胞の移動距離及び移動速度も, FLNaf/f T 細胞
と比べて FLNa−/−T 細胞で有意に上昇していた (Fig. 8C). さらに, FLNa-/- T 細
胞の CCL21 に対するケモタキシスアッセイを行った. ICAM-1 をコートしたト
ランスウェルフィルターを介して下層に遊出した FLNa−/−T 細胞の細胞数は
FLNaf/f T 細胞と変わらなかったが, 何もコートしていないトランスウェルフィ
ルターでは, CCL21 低濃度下で FLNaf/f T 細胞に比べて FLNa−/−T 細胞の下層に
遊出した細胞数が有意に増加した (Fig. 8D). またリンパ節へのホーミングは, 
FLNaf/f T細胞に対してFLNa−/−T細胞で有意に上昇した (Fig. 8E). これらのデ
ータから, FLNaはプライマリーT細胞のLFA-1依存的な接着や遊走の抑制分子
として機能していることが示唆された.  
	 最後に, Rap1 依存的な FLN のβ2からの解離がケモカイン誘導性の arrest に
関与しているかどうかを決定するため, 細胞に野生型またはΔ3 FLNa を導入
した. Δ3 FLNa 発現 BAF/LFA-1/L-selectin 細胞では CXCL12 刺激による
arrestの頻度及び抗KIM127抗体によって認識されるLFA-1の活性化構造が野
生型 FLNa 発現細胞に比べて有意に抑制された (Fig. 8F). これらのデータより, 
Rap1-GTP の FLN への結合は LFA-1 活性化に重要であり, ケモカイン刺激に
よる arrest に必須であることが示された.  
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Figure 8-1. FLNa 欠損による T 細胞の接着カスケードに与える影響 
(A) 左上; f/f または−/−T 細胞の可溶化液を抗 Flna 抗体及び抗 FLNb 抗体で免
疫ブロットした. アクチンを loading control として用いた. 右上; f/f または−/− 
T 細胞の shear flow 下における LS12 上での接着イベント. f/f T 細胞の頻度に対
して, *1P＜0.001. 無刺激時の-/- T 細胞の頻度に対して, *2P＜0.001. 刺激時の
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−/− T 細胞の頻度に対して, *3P＜0.03. 下; CCL21 非存在下における抗 LFA-1
抗体の rolling速度に与える影響. f/f細胞に対して, *1P＜0.01. 未処理の−/− T細
胞に対して*2P＜0.01.  
(B) 左; f/f または−/− T 細胞の CCL21 非存在下での shear flow 下における
MAdCAM-1 上での接着イベントを測定した (n=100). 右; f/f または−/− T 細胞
の rolling 速度 (n=100). 
全てのデータは独立した 3 回の実験の平均値±SEM を示している.  
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Figure 8-2. FLNa 欠損 T 細胞の LFA-1 接着活性 
(C) f/f または−/− T 細胞の CCL21 存在下または非存在下における ICAM-1 上で
の移動距離, 移動速度 (n=50). f/f 細胞に対して*1P＜0.02, *2P＜0.05. 
それぞれの線は, CCL21 存在下における ICAM-1 上での f/f または−/− T 細胞の
1 個の細胞の軌跡を示している.  
(D) 左; CCL21 存在下の無コートのトランスウェルを transmigration した f/f
または−/− T 細胞の割合. 右; CCL21 存在下の ICAM-1 コートしたのトランスウ
ェルを transmigration した f/f または−/− T 細胞の割合. 対応する f/f T 細胞に対
して*1P＜0.002. 
(E) 左; f/f または−/− T 細胞を CFSE と CMTMR でそれぞれ標識し, 同細胞数
混合し, 正常マウスに静脈注射した. 1 時間後, 血液と LN よりリンパ球を回収
し, flow-cytometry で解析したプロット図. 数字は f/f 細胞に対する−/−細胞の比
を示している. 右: f/f T細胞に対する−/− T細胞の比を示している (n=4). f/f T細
胞に対して, *1P＜0.02. 
全てのデータは独立した 3 回の実験の平均値±SEM 及び代表を示している.  
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Figure 8-3. Δ3 FLNa 発現が LFA-1 の接着活性に及ぼす影響 
左上: Halo-tag 付きの wild-type (WT)またはΔ3 FLNa を遺伝子導入した
BAF/LFA-1/L-selectin 細胞の可溶化液を抗 Halo 抗体で免疫ブロットした. 右
上: これらの細胞の shear flow 下における血管内皮細胞との接着イベント. 無
刺激時の WT 細胞の頻度に対して, *1P＜0.03. 対応する WT 細胞の頻度に対し
て, *2P＜0.01. 下; これらの細胞の CXCL12 存在下または非存在下における
KIM127 の発現量. WT FLNa 発現細胞に対して*1P＜0.05.  
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考察  
 
	 本研究によって, Rap1-GDP は LOK を介して ERM をリン酸化することで, 
tether形成を抑制し, T細胞のrollingを抑制することがわかった (Fig. 9). 特に, 
Rap1-GDP による MAdCAM-1 上での TEM 細胞の rolling の制御は, 大腸への
TEM 細胞のホーミングを制限し, T 細胞依存的な腸管の炎症の阻止に寄与する. 
Rap1-GTPによるインテグリン活性化の制御はTN細胞の二次リンパ組織へのホ
ーミングに不可欠であるが, TEM細胞の大腸へのホーミングには必要無いことが
わかった (Fig. 9).  
	 血流などの高い share stress 下で, リンパ球は血管内皮上の適切な場所で瞬
時に停止しなければならない. HEV 上でのリンパ球の接着カスケードは複数の
接着段階を経て成立し, インテグリン依存的なリンパ球の arrest は先行する
L-selectin 依存的な相互作用 (rolling) を必要とする. TN 細胞におけるケモカイ
ン依存的な Rap1 の活性化は, L-selectin と LFA-1 依存的な血管内皮との相互作
用を同時に促進する. 実際に, リンパ球はケモカイン存在下でしばしば rolling
せずに血管内皮上で停止する. すなわち Rap1-GTP が L-selectin と LFA-1 を介
する接着を同時に誘導することで, 血中を循環しているリンパ球に効果的な 
’ブレーキ’ が与えられ, 末梢リンパ組織内のリンパ球減少症を阻止するために
重要な役割を果たす. 我々の先行研究によって, Rap1 の優勢活性型である
Rap1V12を発現させると, 静的な環境下においてはLFA-1/ICAM-1の接着を著
しく増強するが, shear flow 下においては stable arrest の頻度が劇的に増加す
ることはなかった. これらの結果から, Rap1 は shear flow 下では安定な接着に
必須ではあるが十分ではなく, 他の Rho family GTPase などの G タンパク共益
受容体を介して発生する別のシグナルがおそらく必要であることが示される.  
	 Rap1 CKO マウスにおいて LFA-1 の接着が欠損することで, T 細胞の
lymphopenia が生じた: 末梢リンパ節内のリンパ球数は control の 10 %以下に
低下した.  末梢リンパ組織内のhomeostatic proliferationは lymphopeniaによ
って誘発され, T 細胞の維持だけでなく, 炎症性腸疾患を含む, 炎症疾患の原因
となる病因性の T 細胞の生成に寄与する 39. Rap1 CKO マウスの mLNs におけ
る激しい lymphopenia はおそらく homeostatic proliferation の結果として自己
反応性の TEM 細胞の生成を促進する. しかしながら, Rap1 依存性の T ヘルパ
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ー細胞の運命決定への影響の可能性は排除できない.  
	 ケモカイン刺激後リンパ球の stable adhesion と極性形成が誘導されるには
数分かかる; これらの現象は Rap1 の下流エフェクター分子である RAPL-Mst1
によって媒介される 40 (Fig. 9). 一方, Rap1-GTP による LFA-1 の活性化はケモ
カイン刺激後1秒以内に起こる. 核周囲の領域や引き続く先端部でのRap1の活
性化は, おそらく Mst1-Rab13 依存的な LFA-1 の輸送に関与しており 41, 細胞
膜上での Rap1-GTP はおそらく LFA-1 から FLNs が解離することに関与して
いる (Fig. 9). これらの結果から, Rap1-GTP は異なる細胞内区画で異なる役割
を果たしていることが示唆された. このため, Rap1 の活性化は, おそらく異な
る GEF によって時空間的に活性化されているのだろう. T 細胞のホメオスタシ
スを理解するために, ケモカイン依存的なシグナルに関与する Rap1 の GEF を
同定すること, またそれらの GEF によって Rap1 の活性化がどのように制御さ
れているのかを明らかにすることが重要である.  
	 LOK は STE20-like kinase family の一種であり, 主にリンパ器官で発現して
いる 42. LOK は主に細胞膜に局在し, ERM タンパクをリン酸化し, 休止期のリ
ンパ球の極性形成と遊走を抑制している 23. 活性化 ERM タンパクは bleb の発
達を阻害し, それによって細胞遊走, 血管外遊出は前方へと動く 43. これらのデ
ータと一致するように, LOK のリン酸化活性は, ERM タンパクのリン酸化の低
下と同様に, ケモカイン刺激によって直ちに低下した. そのため, Rap1-GDP - 
LOK は MAdCAM-1 上の接着カスケードだけでなく, 大腸への血管外遊出もコ
ントロールしていると考えられる.   
	 FLN と talin はインテグリンの細胞内領域に直接競合して結合することから, 
FLN はおそらくインテグリンの細胞内領域から talin と置換することによって
抑制的な効果を発揮することが示唆される 44. β2から FLN が解離した後, talin
のhead domainがβ2の細胞内領域に会合し, それが引き金となってαLとβ2が分
離し, 折れ曲がった構造から伸展した構造へと変化すると考えられている. 
FLN はβ1細胞内領域に結合し, インテグリン依存的な細胞遊走を抑制する. 
NIH3T3 細胞で FLN をノックダウンすると, β1インテグリンの活性化が亢進す
る 45. 本研究で FLN がリンパ球のβ2インテグリン機能を抑制していることが示
された.  
	 Rap1欠損T細胞を持つマウスの激しい大腸炎は, 12週齢において管状腺腫を
伴う. ヒトで潰瘍性大腸炎は, 大腸上皮に発がん性の傷害を引き起こす可能性
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のある慢性炎症によって特徴づけられる 46. このマウスは大腸炎の発症後短期
間の内に腫瘍が出現する. そのため, このマウスは大腸炎に伴う腫瘍の病変形
成を研究するための自然発症モデルとして有用である.  
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Figure 9. GDP 結合型及び GTP 結合型 Rap1 による T 細胞の接着カス
ケードの制御 
	 Rap1-GDP は血管内に存在する休止期の T 細胞の張力を保たせ, LOK の活性
化と ERM のリン酸化を介して, PNAd, MadCAM-1, P-selectin 上での rolling
の挙動を制御する. Filamin は不活性型の折れ曲がった構造の LFA-1 に会合す
ることで LFA-1 の活性化を抑制している.  
	 rolling しているリンパ球は血管内皮上に発現しているケモカインに曝され, 
ケモカイン刺激によって Rap1 が活性化する. Rap1 は数秒以内に活性化され, 
GDP 結合型から GTP 結合型へと変換し, １）LOK の活性及び ERM のリン酸
化が低下し, tether の形成を介して TN と TEM 細胞の rolling の挙動が亢進する. 
同時に, 2) filamin に Rap1-GTP が会合することで, β2から filamin が解離し, 
LFA-1の細胞外領域の構造が折れ曲がった構造から,伸展した活性化構造へと変
化し, TN 細胞の HEV への arrest が引き起こされる. 数分以内に, 核周辺部及び
先端部に局在した Rap1-GTP によって, 細胞の極性形成と RAPL-Mst1 を介し
たRab13依存的なアクチンケーブルに沿ったLFA-1の先端部への輸送が誘導さ
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れる. 
	 Rap1-GTPはLFA-1やα4β7依存的な接着を促進するが, TEM細胞の血管内皮へ
の接着には不要である. 従って, TN細胞のRap1欠損は二次リンパ節へのホーミ
ングを障害するが, TEM 細胞での Rap1 欠損は大腸へのホーミングを促進する.  
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